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En premieére partie de cette thése, je vais procéder a un rappel de grandes notions sur la
carcinogenese : des notions génerales, des données sur la carcinogenése des cancers des voies
aréodigestives supérieures (VADS) et plus particulierement des tumeurs hypopharyngées.
Diverses méthodes d’analyse du transcriptome vont étre succinctement décrites, avec leurs
avantages et leurs inconvénients. L objectif de ma thése (2°™ partie) est I’analyse simultanée
de I’expression d’un grand nombre de genes, afin de déterminer une signature des tumeurs
VADS. Dans ce but, notre stratégie expérimentale a intégré une étude par la technique du
Differential Display (DD) a large échelle, part essentielle de mon projet de these, ainsi que
d’autres techniques de biologie moléculaire (puces a ADN, DATAS). En troisieme partie de
ma these, je présenterai la technique du Differential Display ainsi que les résultats genéraux
obtenus, tant au niveau de notre 1% publication que de la collection globale des clones isolés
en DD. Des commentaires additionnels sur la liste de genes isolés dans notre publication
seront présentés. En quatrieme partie, j’integrerai I’article traitant de I’analyse des mémes

tumeurs par puces @ ADN Affymetrix, menée par Anne Cromer (2°™

6éme

publication en tant que
auteur), ainsi qu’une bréve comparaison des résultats obtenus avec ces deux techniques.
Enfin, les études préliminaires de 3 clones favoris feront I’objet de 3 parties spécifiques. Les
perspectives de poursuite de I’analyse de ces clones seront évoquées (huitieme partie), en

particulier dans I’optique d’applications diagnostiques et thérapeutiques.
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Partie I:
Introduction sur les tumeurs des voies
aerodigestives supérieures (VADS) et les
méthodes d’analyse du transcriptome.
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A. Connaissances genérales sur le cancer

1. Le Cancer : notions historiques

Dans cette introduction je vais récapituler certaines données de base en Oncologie,
I’étude scientifique des tumeurs. En grec Onkos signifie masse et, c’est ainsi qu’ont été
initialement définies les excroissances tumorales. Le terme néoplasie, désignant une
croissance anormale détectable, signifie nouvelle croissance. Le cancer est une maladie
connue depuis I’antiquité. On a trouvé des déformations attribuables & des carcinomes
nasopharyngés sur des cranes égyptiens datant de plus de 3000 ans avant Jésus-Christ.
Cependant les cancers oraux n’ont été cliniquement décrits qu’au 17°™ siécle. Le cancer a
longtemps été considéré comme une maladie rare, sans doute en lien avec une espérance de
vie plus faible lors des siécles passés. Le cancer est, en effet, une maladie associée la plupart
du temps au vieillissement, sauf dans le cas des tumeurs pédiatriques d’origine héréditaire.

Un organisme adulte, constitué d’environ 10" cellules, maintient son intégrité, en une
masse cellulaire constante, grace a la prolifération et la différentiation trés étroitement
régulées d’un contigent de cellules souches pluripotentes. Ce phénoméne de renouvellement
cellulaire, appelé homéostasie, dépend de I’équilibre entre la différentiation, la mort cellulaire
programmée (apoptose) et la désquamation des cellules, d’une part, et, la prolifération
cellulaire d’autre part (environ 10™ divisions cellulaires/jour chez I’homme). Les cellules
cancéreuses échappent aux contraintes de I’homéostasie, poursuivant leur prolifération
jusqu’a former des tumeurs.

L’etude des tumeurs, apres que les progres techniques en chirurgie ont permis
I’exérése des tumeurs, s’est initialement focalisée sur I’analyse de I’activité enzymatique des
cellules tumorales. Ces études ont conclu a des altérations du métabolisme et des enzymes de
réparation de I’ADN, convergentes vers un état cancéreux.

Un pathologiste allemand, David Von Hanseman, a observé des 1890 la présence de mitoses
asymétriques dans les cellules cancéreuses, suggérant le r6le d’une ségrégation anormale des
chromosomes dans le développement des cancers. L’origine potentielle des différences de
profil enzymatique des cellules cancéreuses avait été anticipée dés 1914 par Boveri. Selon lui
le cancer découle d’une mauvaise combinaison des chromosomes apparaissant dans une

cellule somatique. Cette altération est transmise de la cellule initiale a toutes ses cellules
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filles. Des 1960 une premiere aberration chromosomique est associée au cancer: un petit
chromosome surnumeéraire, appelé chromosome de Philadelphie, est détecté chez les patients
atteints de leucémie myéloide chronique (Nowell & Hungerford, 1960). Le développement de
techniques de coloration de chromosomes en bandes (Caspersson et al., 1970; Drets & Shaw,
1971) a permis de mettre en évidence de nombreuses anomalies chromosomiques récurrentes
dans les tumeurs hématologiques. Rowley démontre en 1973 que le chromosome de
Philadelphie résulte d’une translocation équilibrée entre les chromosomes 9 et 22 dans un peu
moins de 90% des leucémies myéloides chroniques, et, en 1975, que la majorité des leucemies
aigués présentent un chromosome 8 additionnel (Rowley, 1973; Rowley, 1975).

La caractérisation d’altérations chromosomiques communes dans la majorité des
populations cellulaires tumorales a conforté le modele d’évolution clonale des populations
cellulaires tumorales (Nowell, 1976). Dans ce modele, I’acquisition de caractéristiques
nouvelles par les cellules cancéreuses leur confere un avantage sélectif dans le cadre de la
sélection naturelle proposée par Darwin dans sa théorie de I’évolution des espéces. Certaines
mutations rares (principe de variation), conferent a certaines cellules des capacités de survie
ou de reproduction accrues (principe de sélection), qui seront transmises a leurs cellules filles
(principe d’hérédité) constituant une sous population cellulaire. De mutation en mutation une
sélection des cellules aptes a survivre s’opére, menant ultimement a la formation d’une
tumeur maligne, voir ayant acquis des capacités métastatiques. Cette sélection correspond a
une accumulation, en plusieurs étapes successives, d’altérations génétiques rares au sein d’une
population {multi step carcinogenesis, (Ames et al., 1993a; Ames et al., 1993b; Land et al.,
1983)}. Cette population doit acquérir, a chaque étape, une masse critique rendant I’apparition
d’une nouvelle mutation statistiquement probable (fréquence de mutation de 10 pour un
alléle particulier, 10™° pour la seule sous population des cellules souches en prolifération,
nécessitant une masse critique de 10° & 108 cellules). Ce processus nécessite plusieurs mois ou
plusieurs années (Nowell, 1976). D’aprés I’analyse du taux d’incidence de chaque type de
cancer au cours de la vie, une modélisation mathématique a indiqué le nombre d’événements
indépendants, correspondant aux altérations genétiques nécessaires a I’apparition de formes
cliniques de cancers (Renan, 1993). Pour les formes familiales de cancers, apparaissant
souvent chez I’enfant ou le jeune adulte, 3 ou 4 évenements indépendants sont nécessaires.
Pour la majorité des cancers, d’apparition sporadique a un age généralement plus avancé et
spéecifique du type de cancer considéré, 6 a 12 évenements paraissent requis. Dans le cas du
cancer du colon, Vogelstein (Cho & Vogelstein, 1992a; Cho & Vogelstein, 1992b) a

démontré la nécessité d’accumuler un minimum de 5 mutations.
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Nowell (Nowell, 1976) propose que I’acquisition de I’instabilité génétique soit
I’altération initiale dans le cancer, catalysant les mutations subséquentes. L’instabilité
génétique constituerait un phénotype mutateur acquis par une mutation précoce déstabilisant
I’ensemble du génome (Cairns, 1975; Loeb, 2001). Vogelstein a élucidé des mécanismes
impliqués dans I’apparition de I’instabilité génétique dans les cancers colorectaux. Dans 15%
des tumeurs colorectales une instabilité moléculaire est détectée, soit dite de type MIN
(Microsatellite Instability), associée a un défaut de réparation des mésappariements de bases
nucléotidiques, soit de type NIN (Nucleotide Instability), associée a un défaut de réparation
par excision des nucléotides (Lengauer et al., 1997b). Le reste des tumeurs présente une forte
aneuploidie, associée a une instabilit¢ chromosomique, CIN {Chromosomal Instability,
(Lengauer et al., 1997b)}.

Un modeéle a été établi distinguant deux types de genes critiques dans la carcinogenese
(Kinzler & Vogelstein, 1997) : les « caretakers », maintenant I’intégrité du génome dans les
cellules normales, dont I’inactivation précoce dans la carcinogenéese induit I’instabilité
génetique, et, I’accumulation catalytique des mutations du second type de génes; les
« gatekeepers » controlant la croissance tumorale par régulation de la prolifération cellulaire

et de I’apoptose.

2. Causes du cancer : mutation et aneuploidie

Toutes les cellules somatiques normales sont diploides et contiennent deux alléles
d’un méme gene. La généralisation des techniques de caryotypage a montré que la quasi-
totalité des tumeurs solides présentent des caryotypes anormaux, avec isolement de gains ou
de pertes au niveau des chromosomes. On observe également une représentation anormale des
bandes cytogénétiques, repéres de couleur variable au sein des chromosomes en lien avec des
variations de densité et de structure de la chromatine. Cette représentation anormale de
chromosomes dans le caryotype, nommee aneuploidie, peut expliquer une partie des
variations de I’expression génique observées dans les cancers. Généralement considéré
comme résultant d’une mutation somatique, le cancer a été expliqué par deux théories
concurrentes :

- I’hypothése d’un réle prépondérant de la mutation au niveau des genes.

- I’hypothése de I’aneuploidie comme cause du cancer ; I’évenement initial de la
carcinogenése serait la géneration de cellules aneuploides, qui provoquerait une instabilité
génétique accrue de fagon autocatalytique. L’aneuploidie semble bien associee a la
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carcinogenese puisqu’elle est détectée dans 29 a 90% des cancers VADS (Kaplan et al., 1986;
Sakr et al., 1989; Wennerberg et al., 1998). Certaines études ont associé un haut degré
d’aneuploidie a un mauvais pronostique (Sudbo et al., 2001). Cependant I’aneuploidie ne
constitue pas I’unique cause de la carcinogenese, attendu que des modeéles de carcinogenese
sans aneuploidie ont été décrits (Hahn et al., 1999; Zimonjic et al., 2001).

Quelque soit la cause de I’initiation de la carcinogenese au niveau de I’ADN, les variations
d’expression des génes qui y sont associées peuvent étre, entre autres, détectées par profilage
du transcriptome des tumeurs. Bien que I’analyse puisse étre menée au niveau des protéines,
nous n’aborderons pas I’analyse protéomique des cancers, en essor depuis I’amélioration des

techniques de spectrométrie de masse pour I’identification des protéines a large échelle.

3. Causes de I’instabilité génétique et des mutations

a. Les mutations sont induites par des carcinogenes

D’aprés Cancer Medicine 5th ed. Bast, Robert C.; Kufe, Donald W.; Pollock, Raphael E.;
Weichselbaum, Ralph R.; Holland, James F.; Frei, Emil, editors. Hamilton (Canada):

c2000.

Approximativement 70% des cancers dans les populations du monde occidental
peuvent étre attribuées au mode de vie et au régime alimentaire, I’exposition au tabac
constituant a elle seule le facteur principal (30%) (Doll & Peto, 1981). Un autre facteur de
risque est une consommation insuffisante de legumes et de fruits, qui ont un effet préventif.
L’existence d’empreintes moléculaires (mutations caractéristiques de p53) associées a
I’exposition & des substances carcinogenes dans I’environnement a €té bien caractérisée
(Greenblatt et al., 1994). Les dommages spontanés a I’ADN existent mais ne suffisent pas
pour expliquer I’incidence des cancers, du fait de I’existence de mécanismes de réparation de
I’ADN. Un phénotype particulier de formation accrue de cancers, appelé phénotype
« mutateur » est lié a I’inactivation d’un des genes assurant la fidélité de la réplication de
I’ADN (Jackson & Loeb, 1998; Loeb, 1991). Le r6le carcinogéne de certaines substances
chimiques a été décelé dés 1775, et, depuis, la liste des carcinogénes s’est rapidement étendue
(Doll & Peto, 1981). Le metabolisme cellulaire active ces substances carcinogénes en
composés hautement réactifs via des enzymes impliquées dans la détoxification des
substances xénobiotiques (Miller & Miller, 1975). Les dommages a I’ADN peuvent étre

causés par des carcinogenes physiques comprenant les radiations ionisantes (cassures) et les
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ultraviolets (liaisons covalentes, « cross-linking »). Quatre vingt dix pourcent des cancers de
la peau apparaissent dans des zones exposees aux UV, et, la maladie héréditaire xeroderma
pigmentosum, caracterisée par une sensibilité aux UV et le développement de cancers de la
peau, résulte de la mutation d’une enzyme d’élimination et de réparation des dommages a
I’ADN (van Steeg & Kraemer, 1999).

b. Les causes de I’instabilité genétique

Un défaut de ségrégation des chromosomes en mitose par altération d’un géne
responsable du contrble du fuseau mitotique ou de la séparation des chromatides filles est
capable d’induire I’instabilité génétique (Cahill et al., 1998; Lengauer et al., 1998; Michel et
al., 2001). Toutefois, aucune altération récurrente d’un gene de contréle de la segrégation des
chromosomes n’a été démontrée dans les tumeurs primitives humaines (Jallepalli & Lengauer,
2001). Un dysfonctionnement des télomeres, séquences répétitives localisées a I’extrémité des
chromosomes, maintenant leur intégrité dans les cellules a cycle réplicatif illimité (Bryan &
Cech, 1999), pourrait entrainer une instabilité chromosomique par fusion des extrémités des
chromosomes. Une réactivation secondaire de I’expression de la télomérase, est observée dans
les tumeurs et pourrait contribuer a leur échappement a la mort cellulaire et a un potentiel
prolifératif illimité (Kim et al., 1994; Maser & DePinho, 2002). En combinaison avec les
causes précédemment évoqueées (contraintes sur I’ADN, extrémités a réparer), des mutations
d’enzymes de réparation de I’ADN pourraient favoriser des fusions de chromosomes.
L’inactivation de BRCAL1 et BRCA2 (Breast Cancer Associated gene 1&2), genes de
prédisposition au cancer du sein impliqués dans la réparation de I’ADN, entraine une

instabilité génétique chromosomique (Bouffler et al., 1995; Patel et al., 1998; Xu et al., 1999).

4. Les genes impliqués: Oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs

Dans les annees 1970, I’étude du caryotype des leucémies et des lymphomes a
confirmé que des bandes chromosomiques étaient altérées de maniere systématique (Manolov
& Manolova, 1972; Rowley, 1973).

a. La decouverte des oncogenes

Chez I’animal, I’étude de rétrovirus transformants a permis d’isoler, au sein des

génomes viraux de taille restreinte, des oncogenes, formes mutées hyperactives de genes
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présents dans les cellules hétes. Chez le poulet, on a montré que le virus du sarcome de Rous
contenait I’oncogéne v-src, homologue du géne src (ou c-src) du poulet (Stehelin et al., 1976a;
Stehelin et al., 1976b). L’homologue cellulaire normal de I’oncogéne viral est appelé proto-
oncogene. La découverte de proto-oncogenes et des oncogénes RAS, MYC ou ABL, dans le
génome humain au début des années 1980 a été cruciale puisqu’elle a mis en évidence
I’existence de genes présents dans le génome des cellules normales capables de déclencher la
transformation cellulaire. Une activation par des carcinogénes, comme les mutagéenes
chimiques ou les rayons X, est nécessaire puisque les virus du sarcome de Rous ne peuvent
infecter les cellules humaines. Les proto-oncogénes sont souvent responsables de fonctions de
base de la vie cellulaire, et, sont donc généralement hautement conservés d’une espece a une
autre. Le proto-oncogéne est converti en oncogene par une mutation qui entraine la
production d’une oncoprotéine associée a un gain de fonction, et, qui est, de fagcon générale,
dominante. La mutation d’un seul allele est généralement suffisante. Il existe plusieurs
mécanismes d’activation des oncogeénes (Figl.1) : une mutation de séquence peut entrainer la
production d’une protéine hyperactive ou ayant de nouvelles fonctions ; une amplification
génique liée a des réarrangements aberrants des chromosomes peut causer une surproduction
de la protéine normale ; un réarrangement chromosomique peut résulter en une production
d’une protéine de fusion anormale, hyper stable hyperactive, ou, en une surproduction en
changeant la transcription du géne (introduction d’un enhancer ou utilisation du promoteur

plus actif de I’autre gene impligué dans la fusion).

b. La découverte des genes suppresseurs de tumeurs

L’étude des formes familiales de cancers a permis d’identifier des génes suppresseurs
de tumeurs. Ainsi la délétion de genes suppresseurs de tumeurs a été détectée dans le
rétinoblastome {Rb, (Cavenee et al., 1983)}, dans le syndrome de Li Fraumeni {p53, (Malkin
et al., 1990)}, dans les tumeurs de Wilms (WT1), dans les formes familiales des polypes du
colon FAP Familial Adenomatous Polyposis (APC). Contrairement a un oncogene qui
augmente les capacités de prolifération cellulaire des cellules cancéreuses, confére une
résistance a I’apoptose ou stimule I’angiogenése, un gene suppresseur de tumeur posséde des
propriétés inhibitrices de la prolifération cellulaire, d’induction de I’apoptose ou d’inhibition
de I’angiogenese. L’inactivation d’un gene suppresseur de tumeur correspondant a une perte

de fonction, et, nécessite I’inactivation des deux alleles normaux présents dans le génome par
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mutation ou par remaniement de I’ADN (perte chromosomique, remaniement du promoteur,

condensation de la chromatine, voir Fig 1.1).
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Mécanismes d’altération des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs

Figure 1.1

A partir de I’étude du rétinoblastome, Knudson (Knudson, 1978; Knudson et al., 1975)
a émis la théorie dite du «two hits ». dans les formes familiales de cancers les parents
transmettent un allele muté d’un gene suppresseur de tumeurs dans leurs cellules germinales.
Un seul des deux alleles doit donc étre inactivé pour progresser vers le cancer. La probabilité
d’une mutation (10, une cellule sur un million est mutée pour un alléle particulier), bien plus
élevée que celle de deux mutations successives des deux alleles d’un méme gene suppresseur
de tumeurs dans une méme cellule, peut expliquer la durée d’apparition beaucoup plus courte
des cancers héréditaires. Depuis I’établissement de ce modéle général, on a également détecté

I’existence de mutations dominantes négatives de gain de fonction comme dans le cas de p53.

c. Les voies métaboliques impliquées : les « marques » du cancer

Weinberg a résumé les types de fonctions altérées lors de I’initiation et de la
progression tumorale en 6 propriétés importantes, les « marques » du cancer {Fig 1.2,
26
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(Hanahan & Weinberg, 2000)}. Les tumeurs malignes acquiérent presque obligatoirement au
cours de leur accumulation d’altérations génétiques : la résistance vis a vis des signaux pro-
apoptotiques ; I’autosuffisance en facteurs de croissance ; I’insensibilité aux signaux
inhibiteurs de la croissance ; la capacité d’activation de I’angiogenése ; un potentiel réplicatif
illimité ; la capacité d’invasion tissulaire et de métastase.

On peut également ajouter a ces propriétés la capacité des cellules cancéreuses a
échapper aux mécanismes de détection et d’élimination par les cellules immunitaires, et,
I’évasion aux mecanismes de contrdle du cycle cellulaire. Les génes effecteurs précis mutés,
le nombre de mutations et leur séquence d’acquisition sont variables d’un type tumoral a un
autre.

L ancienne conception des biologistes de la tumeur comme masse composée
uniquement de cellules cancéreuses s’est enrichie d’une vision hétéro typique des tumeurs
proposée par les pathologistes {Revue (Elenbaas & Weinberg, 2001)}. La tumeur contient en
effet des cellules stromales de type fibroblastique, des cellules endothéliales, des cellules de
muscle lisse des vaisseaux sanguins irriguant la tumeur, ainsi que des cellules immunitaires,
lies au processus inflammatoire, infiltrées dans la masse tumorale. Une des propriétés des
cellules aux stades précoces de la carcinogenese est leur capacité a recruter et a détourner de
leur fonction normale les cellules du stroma. On parle de réponse stromale, dont le type le
plus fréquent dans les carcinomes est la desmoplasie, caractérisée par I’acquisition d’une
consistance dense et dure. Elle résulte d’une accumulation accrue de collagenes, de
fibronectine, de protéoglycanes et de glycosylaminoglycanes dans la matrice extracellulaire,
et, du recrutement de nouveaux vaisseaux sanguins. Au sein de la tumeur, les cellules du
stroma, non cancereuses, sont souvent stables génétiqguement et sont donc une cible de choix
pour la conception de nouvelles drogues. Un axe majeur de recherche est I’inhibition de la

néoangiogenese tumorale en ciblant les cellules endotheliales du stroma.
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Figure 1.2

Aux 6 types d’altérations acquises par les tumeurs malignes correspondent
principalement 5 grands types de protéines potentiellement oncogeénes : les facteurs de

croissance ; les récepteurs aux facteurs de croissance et aux hormones, incluant les récepteurs
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membranaires et les récepteurs intracellulaires; les protéines assurant la transduction
intracellulaire des signaux comme les tyrosine-kinases et les sérine/thréonine-kinases ; les
facteurs de transcription nucléaires.

En supplément aux leucémies et aux lymphomes, les tumeurs solides doivent acquérir
la capacité de proliférer indépendamment des inhibitions de contact et de survivre en
suspension dans le flux sanguin lors de la métastase. On a longtemps pensé que les dernieres
aptitudes acquises par les cellules cancéreuses sont les capacités d’invasion et de métastase,
cependant des etudes de profils d’expression ont démontré I’existence d’une signature

« métastatique » dans des tumeurs de stade précoce (Ramaswamy et al., 2003).

5. Un modéle de I’initiation et de la progression tumorale
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Figure 1.3

L’etude du cancer du colon a permis, grace au nombre important de Iésions présentes
chez les patients souffrant de polypes, d’établir des statistiques et de mieux disséquer la

séquence d’événements menant a ce type de cancer {Figl.3, (Vogelstein et al., 1989)}.
6. Autres facteurs influencant I’expression génique dans les cancers
a. Modulation épigénétique de I’expression génique

Outre les mutations et les remaniements génetiques, il existe d’autres causes

influencant I’expression des geénes, sans nécessairement impliquer une altération de leur
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séquence. En effet, le degré de condensation de I’ADN est variable suivant les régions du
génome. On distingue I’hétérochromatine, correspondant a des régions de I’ADN condensées,
dans lesquelles les genes ne sont pas exprimés, et, I’euchromatine, correspondant aux régions
de I’ADN de moindre condensation, ou I’expression des genes est possible.

La condensation de I’ADN est dépendante de son niveau de méthylation. Une
méthylation différentielle de régions particuliéres (Differentially methylated region ; DMR),
présentes dans les régions proximales de 40 a 50% des genes humains (Bird, 1986), peut
constituer une des causes de I’altération de I’expression génique dans les tumeurs. On parle de
régulation épigénétique, car on constate une expression différentielle des génes sans altération
de séquence. En particulier, la méthylation de I’ADN a été associée a I’inactivation de genes
suppresseurs de tumeurs dans les cancers tandis qu’une hypométhylation généralisée sur
I’ensemble du génome est associée a une instabilité chromosomique dans les cancers du colon
(Lengauer et al., 1997a). Le terme « Méthylome » a été proposé pour englober I’ensemble des
modifications de I’état de méthylation du genome (Feinberg, 2001). Les enzymes ADN
methyltransférases qui reconnaissent le brin hémi-methylé de I’ADN apres la réplication,
maintiennent le niveau de methylation de I’ADN. Le niveau de I’enzyme Dnmtl (DNA
cytosine-5-methyltransferase 1) est 3 fois supérieur & la normale dans les fibroblastes
transformés par I’oncogéne fos, et, I’inhibition par antisens de Dnmtl réverse le phénotype
des cellules transformees.

L’ acétylation des histones influe également sur la structure de I’ADN. Les enzymes
histones déactétylases (HDAC) et histones acétyltransférases (HAT) régulent le niveau
d’acétylation du génome. L’initiation de la transcription nécessite un dépliement partiel des
brins d’ADN. Ce procédé dépend de I’état d’acétylation et de phosphorylation des histones.
L’ acétylation de I’histone H4 permet un relachement de I’ADN et donc la transcription tandis
que sa de-acétylation provoque un repliement local de I’ADN et empéche la transcription.

La structure de I’ADN est également modulée par des procédés de phosphorylation :
en réponse aux signaux mitogéniques la kinase Rsk-2 phosphoryle transitoirement I’histone

H3, facilitant la transcription.

b. L’épissage alternatif comme cause de I’expression différentielle

Chez les eucaryotes, la plupart des régions codantes du génome ne sont pas continues.
On distingue les séquences transcrites en ARNm, les exons, des séquences non transcrites

dans I’ARNmM maturé, les introns. Au cours de la maturation des ARN pré messagers, les
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introns sont éliminés par excision par des facteurs d’épissage. Des séquences spécifiques
délimitant introns et exons, sites d’épissage, sont reconnues et un ARNm ne contenant que les
séquences codantes sera traduit en protéine. On a constaté qu’a partir d’un seul géne plusieurs
ARNmMs pouvaient étre produits par un phénomene d’épissage alternatif, plusieurs
combinaisons de sites d’épissage pouvant étre reconnues. Les différentes protéines codées par
ces variants d’épissage alternatif peuvent présenter des fonctions, des propriétés de stabilité
ou de régulation différentes, responsables de réponses cellulaires différentes. Ces phénomeénes
ont pris une importance particuliére depuis I’estimation a la baisse du nombre total de génes
dans le génome humain, puisqu’ils contribuent & générer une importante diversité de protéines

a partir d’un nombre plus restreint de genes codants.
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B. Les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS)

1. Donnees epidémiologiques sur les cancers VADS

D’aprés Cancer, Principles, Practice of Oncology, 6th edition.LVW Company 2001.
Dorland’s illustrated medical Dictionary, 27" edition. W.B. Saunders Company 1998.

Les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS) regroupent les tumeurs
originaires de la sphere ORL (oto-rhino-laryngée) qui inclut la cavité buccale (levres, langue,
glandes salivaires, gencives et cavité buccale proprement dite), le pharynx (oropharynx,

nasopharynx et hypopharynx) et le larynx (Figl.4).

|:| Fosses nasales

- Cavité buccale

- Oropharynx
- Larynx

|:| Hypopharynx

Localisations des tumeurs VADS

Figure 1.4

Ces cancers, essentiellement masculins, sont liés a une intoxication ethylo-tabagique. Dans

95% des cas, les cancers VADS sont des carcinomes épidermoides. Pres des 2 tiers des
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carcinomes siegent dans la filiere digestive (cavité buccale, oropharynx et hypopharynx), les
cancers du larynx représentant 30% des cas. L’incidence annuelle des cancers VADS est
estimeée a 500'000 cas nouveaux par an dans le monde, et, correspond a la cinquiéme position
de I’ensemble des cancers (Parkin et al., 1999). En Europe occidentale, I’incidence des
cancers VADS s’élevait en 1990 a 40,7 et a 6,1 cas pour 100’000 personnes pour les hommes
et les femmes respectivement. La France présente la plus grande incidence de cas nouveaux,
avec environ 19’500 cas nouveaux par an. Les cing régions les plus touchées sont les
département francais du Bas-Rhin, de la Somme, du Calvados, du Haut-Rhin et du Doubs
(Franceschi et al., 2000; Menegoz et al., 2002; Parkin et al., 1999E). En France, les cancers
VADS sont responsables de 12% des causes de mortalité par cancer, plagant la France au 1%
rang mondial pour les décés par cancer du larynx et au second rang mondial pour les déces
par cancer du pharynx apres I’Inde. Aux USA, les cancers VADS représentent 45’000 cas
nouveaux par an.

Le taux de survie a 5 ans des patients atteints de tumeurs de la cavité buccale et du
larynx était de 52,1% sur la période 1986-1991 et n’a guére progressé depuis 1973
(Sankaranarayanan et al., 1998). Le taux de survie a 5 ans des patients atteints de tumeurs de
I’hypopharynx ne dépasse pas 30%. Les récidives locorégionales sont trés fréquentes
puisqu’elles concernent 40 a 50% des patients. Les métastases a distance (pulmonaires,
hépatiques, osseuses) surviennent dans 30% des cas (Vokes et al., 1993).Le terrain sur lequel
se développent habituellement les tumeurs VADS, muqueuses chroniquement exposees au
tabac et a l'alcool, explique en partie la fréquence des évolutions défavorables liées aux
seconds cancers, développés dans 15 a 20% des cas, au niveau de la sphere ORL, de

I'cesophage et des bronches.

2. Facteurs étiologiques

a. Alcool et tabac

Les cancers VADS, en Europe et en Amérique du nord, sont tres fortement associés a
une consommation importante d’alcool combinée a un tabagisme chronique. L’ association
ethylo-tabagique est particulierement nocive puisqu’elle provoque un phénomene d’irritation
chronique, di aux brQlures thermiques et chimiques, ainsi qu’a I’exposition a des substances
cancérogenes contenues dans la fumée de tabac, comme les hydrocarbures polycycliques.
L’intoxication tabagique et I’imprégnation ethylique sont souvent associées, et, leurs effets

sur le risque de cancer VADS sont multiplicatifs. Un mauvais état dentaire peut encore
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amplifier les effets de I’alcool et du tabac. Seuls 3% des patients atteints de cancers VADS
n’ont jamais fumé (Lingen et al., 2001).

b. Virus et autres facteurs alimentaires

» Les papillomavirus humains semblent jouer un role dans certains cancers VADS (Gillison
et al., 2000). La présence de HPV16, un variant a haut potentiel oncogénique, est
notamment détectée dans 50% des tumeurs de I’oropharynx (Mork et al., 2001). Les virus
pourraient plus particulierement étre impliqués chez les patients ne consommant pas
d’alcool, ni de tabac.

» Le virus d’Epstein-Barr semble incriminé dans I’incidence trés élevée des cancers du
nasopharynx observée en Chine du Sud. Certains facteurs alimentaires, comme la
consommation de poissons fumés riches en nitrosamines, pourraient contribuer a la
survenue de ce type de cancers. En Inde, la consommation de noix de bétel accroit le
risque de cancer de la cavité buccale.

* Dans le cas d’un cancer hypopharyngé de la région retro-crico-aryténoidienne, fréquent
dans les pays anglo-saxons, un déficit d’absorption de fer, dans le cadre de I’anémie
sidéropénique de Plummer-Vinson, est incriminé en I’absence de toute intoxication

ethylo-tabagique.
3. Données anatomopathologiques sur les cancers VADS

a. Aspect anatomopathologique des cancers VADS

La grande majorité des cancers développés au dépens des muqueuses VADS sont des
carcinomes malpighiens: ils naissent soit directement d'une mugueuse malpighienne saine ou
hyperplasique, soit d'une muqueuse de la région aérienne supérieure, aprés metaplasie.

Le développement d'un carcinome epidermoide est habituellement considéré comme
un processus progressif qui emprunte des stades intermédiaires avec apparition de Iésions pré-
malignes et de lésions pré-invasives. Au niveau histologique, on observe une séquence

classique d’altérations progressives (Figure 1.5).
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Figure 1.5

Le caractére hyperplasique conserve l'aspect d'une muqueuse saine au sein d'un
épithélium épaissi, en raison d'une prolifération accrue des cellules épitheliales. L'aspect
dysplasique concerne les modifications morphologiques comme la présence de mitoses et de
pléiomorphismes dans la couche de cellules proliférantes. Cette dysplasie peut aboutir a un
état malin confiné, dans un premier temps, au stade de carcinome in situ, avant I'étape
invasive des structures sous-jacentes de I'épithélium. Ce schéema simplifié de la transformation
maligne n'est pas obligatoire dans I'apparition des cancers VADS, et, chaque état
intermédiaire peut étre court-circuité jusqu'a I'éclosion apparemment directe d'un carcinome
invasif. La diffusion de cellules cancéreuses vers les vaisseaux lymphatiques ou sanguins
contribue a I’extension ganglionnaire et a la dissémination métastatique de la tumeur
primitive initiale.

b. Lésions pré-cancéreuses

Au niveau de la cavité buccale, différentes Iésions bénignes ont été décrites comme
potentiellement précurseurs des carcinomes épidermoides, principalement les leucoplasies et
les erythroplasies.

- les leucoplasies correspondent a des taches d'aspect blanchatre, constituées de plaques
épaisses keratinisees, que l'on peut retrouver sur la langue, le plancher buccal, le voile du

palais ou la joue. Environ 10% des cancers évoluent sur des leucoplasies présentes.
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- les erythroplasies sont des dysplasies épithéliales caractérisées par des plaques
érythémateuses d'aspect lisse et brillant. Les erythroplasies sont souvent trés diffuses et sont
signalées dans 1 a 5% des cancers de la cavité buccale.

- la papillomatose orale floride prédominant sur les joues et les gencives, est constituée de
touffes de villosités, de couleur blanche ou rosee, et, est mentionnée dans 3% des cas avant

apparition d'un cancer invasif de la cavité buccale.
La detection de tels états pré-cancéreux permet soit une surveillance réguliere pour

prévenir une éventuelle aggravation, soit une ablation préventive des lors que ces lésions ne

sont pas diffuses, en nappes ou en foyers multiples.

c. Classification TNM

La classification TNM decrit les caractéristiques physiques de la tumeur. La taille ou

I’étendue de la tumeur primitive est indiquée en ordre croissant par son score T. Le degré
éventuel d’extension ganglionnaire est noté par son score N. Enfin, la présence éventuelle de
métastases a distance est indiquée par I’annotation M. La classification TNM est
recommandée par I’American Joint Comite on Cancer Staging (AJCC) pour déterminer des
stades cliniques notés de 1 a 4. Les tumeurs de stade 1 sont des tumeurs de petite taille,
détectées le plus précocement pour lesquelles les chances de rémission sont les plus élevées.
Les tumeurs de stade 4, de plus grande taille et présentant généralement des métastases a

distance lors du diagnostique, sont pratiquement incurables.

d. Effet de champ

Les cancers VADS sont généralement associés a des lésions souvent extensives et
multifocales dénotant un "effet de champ" {field cancerization, Figl.6, (Ha & Califano,
2003)} par lequel un grand nombre de cellules de I'épithélium malpighien VADS sont
simultanément exposées aux agents carcinogenes. L'apparition de tumeurs VADS semble
correspondre a un processus de cancérisation qui serait la conséquence d'une exposition
répétée aux agents carcinogenes alcool et tabac, de I'ensemble de I'épithélium VADS. Cette
exposition globale et permanente augmenterait fortement les risques d'apparition de lésions

multiples dysplasiques ou malignes, par induction d'altérations génétiques indépendantes. Ce
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concept est compatible avec la fréquence élevee de seconds cancers, aussi bien au niveau de
la sphére VADS qu'au niveau des régions voisines aériennes (bronches) et digestives
(cesophage). La transformation maligne de I'épithélium du tractus aéro-digestif est le résultat
d'une accumulation d'événements génétiques impliquant des mutations, délétions et gains

chromosomiques, d'oncogénes et de génes suppresseurs de tumeurs.
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Figure 1.6

4. Alterations chromosomiques et genes cibles

a. Altérations les plus communes dans les cancers VADS

Des alterations chromosomiques spécifiques et fréquentes ont été identifiées,
notamment par CGH {Comparative Genomic Hydridization, revue par (Bockmuhl &
Petersen, 2002)} dans les tumeurs VADS. Les pertes les plus fréquentes concernent les
chromosomes 3p (70%), 9p (70%), 18q (43%) 8p (40%) et 17p (40%). Les gains de matériel
génétique sont souvent retrouvés en 3q (70%), 8q (50%) et dans la région 11q13 (40-50%).

Pour certaines aberrations comme les délétions de 9p, 17p et I'amplification en 11913, les
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geénes cibles ont été identifiés et correspondent respectivement a p16INK4a-p14ARF, p53 et
Cyclin D1.

Le géne INK4a code a la fois pour p16INK4a et p14ARF, produits résultant d'un cadre de
lecture alternatif. La protéine pl6INK4a régule négativement la voie pRb et pl4ARF
intervient dans la stabilité et I'activité de transactivation de la protéine p53. Les modalités
d'inactivation de ces 2 genes sont la delétion homozygote et I'hnyperméthylation d'ilots
CpG dans la région du promoteur. Les pertes alléliques de pl6 atteignent 57% des
tumeurs VADS. La perte de I’expression de la protéine p16 est observée dans 55 a 80%
des tumeurs VADS (Reed et al., 1996).

Les gains de la région 1113 sont détectés dans 30 a 50% des carcinomes épidermoides
VADS (Muller et al., 1997). Cette derniére region contient le géne CCND1, codant pour
la cycline D1, oncogéne associé a la progression des carcinomes épidermoides (Jares et
al., 1994; Motokura et al., 1991). La cycline D1 facilite le passage du point de restriction
R d’entrée dans le cycle cellulaire (Malumbres & Barbacid, 2001). Plus de 10 génes sont
contenus dans les amplicons de la région 11913, mais seuls EMS-1 (Patel et al., 1996) et
TAOS1 (Huang et al., 2002) sont amplifiés et surexprimés dans les cancers VADS. lls
sont donc des oncogenes potentiels. Dans la sixiéme partie de cette these, je décrirai les
résultats préliminaires de la caractérisation d’un nouveau gene (B14.4 hypothetical protein
FLJ10261), situé dans I’amplicon 11q13 et surexprimé dans les tumeurs hypopharyngeées.
Le locus du géne de la cycline D1, en 11q13, est amplifié dans 35 a 58% des cancers
VADS, avec une fréquence particuliérement élevée dans les tumeurs de I’hypopharynx
(Muller et al., 1997). Cette amplification, associée a une surexpression du gene, semble
étre associée aux événements d’initiation tumorale puisqu’elle est détectée deés les tumeurs
précoces.

Les mutations du gene p53 représentent I'événement génétique le plus fréquemment
retrouvé dans les cancers VADS et concerne 80% des cas (Kashiwazaki et al., 1997). Les
mutations sont réparties dans I'ensemble du domaine de liaison a I'ADN, et, abolissent les
capacités de transactivation de p53. Les mutations ponctuelles correspondent dans plus de
la moitié des cas a des transversions, avec un taux plus élevé de type GC=>TA, reflétant
le rdle des carcinogenes du tabac qui agissent plus particuliérement sur la substitution des
guanines. Ces mutations stabilisent la protéine, qui devient alors détectable en
immunohistochimie. La conservation de p53 non muté serait un marqueur de bon

pronostique, dans le cadre des traitements radio-chimiothérapeutiques. Les mutations
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inactivant p53, comme les mutations dans le domaine de liaison & I’ADN, ont été
associées a une résistance aux traitements chimiothérapiques neo-adjuvants. Les
differentes études pronostiques demeurent néanmoins divergentes (Temam et al., 2000).

o Le récepteur EGF (Epidermal Growth Factor) fait partie de la famille des récepteurs a
activité tyrosine kinase. La liaison de facteurs de croissance, parmi lesquels EGF et TGF
alpha, active de nombreuses protéines de la cascade de transmission du signal, en
particulier la voie de signalisation de la phosphatidylinositol kinase, et, celle des MAP
kinases. L'activation du récepteur EGF contribue a la stimulation de la prolifération
cellulaire, l'inhibition de l'apoptose, I'induction de la néo-angiogenese et I'expression de
métalloprotéases matricielles impliquées dans les processus invasifs des cancers VADS
(O-charoenrat et al., 2002). Le récepteur EGF est surexprimé dans 42 a 90% selon les
localisations des cancers VADS, et, son expression est corrélée a une moindre survie.
L’expression du récepteur EGF serait associée a une agressivité accrue des tumeurs (Ang
et al., 2002). Un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre EGFR (Cetuximab) ainsi
qu’un inhibiteur de I’activité tyrosine kinase de EGFR sont en cours d’évaluation

thérapeutique.

b. Un modele génétique de progression tumorale des cancers VADS

De maniére similaire au modele d’initiation et de progression des tumeurs du colon
(Vogelstein et al., 1989), une analyse des pertes chromosomiques observées dans diverses
études cytogénétiques des tumeurs VADS a permis au groupe de Sidransky (Califano et al.,
1996) d’établir un modéle préliminaire d’initiation et de progression tumorale de ces tumeurs.
Cette analyse était basée sur I’analyse de 10 régions sélectionnées du géndme pour leur
implication dans I’initiation et la progression tumorale. Un approfondissement de ce modéle,
basé sur I’utilisation de la CGH, avec intégration de gains chromosomiques, a été proposé
(Bockmuhl & Petersen, 2002). La perte sequentielle des régions 3p, 9p, 11q, 13q, 8 et 4q est
comparable au modéle établi par Califano. La perte en 14q est isolée mais associée de

maniére contradictoire a des phases tardives de la progression tumorale (Figl.7).
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Figure 1.7

5. Traitement des cancers VADS
D’aprés Cancer Medicine 5th ed. Bast, Robert C.; Kufe, Donald W.; Pollock, Raphael E.;

Weichselbaum, Ralph R.; Holland, James F.; Frei, Emil, editors. Hamilton (Canada):
€2000.

Le traitement des cancers VADS reste avant tout loco-régional. Les deux piliers du
traitement des cancers VADS associent la chirurgie cervico-faciale a la radiothérapie. Le
diameétre et I'extension de la tumeur, la présence d'adénopathies, leur nombre et leur siege et
leur fixation éventuelle sont des facteurs de choix du traitement initial. Ces criteres permettent
de choisir entre la chirurgie ou la radiothérapie seule pour les lésions limitées ou
superficielles, et, une combinaison planifiée de ces traitements pour les tumeurs étendues et
infiltrantes.

e Les progrés concomitants de la chirurgie réparatrice et de I'anesthésie-réanimation
permettent une chirurgie susceptible de retirer des tumeurs plus étendues avec une marge
de sécurité d'exérése plus fiable. La meilleure connaissance des voies d'extension tumorale

permet une chirurgie plus conservatrice des structures pharyngo-laryngées. L’élément
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critique de la chirurgie est I’excision de la totalité des cellules malignes, la radicalité de
I’exérése déterminant fortement la survie du patient. Un examen anatomopathologique des
marges de resection de la biopsie est donc nécessaire.

La radiothérapie post-opératoire est fondée sur l'extension initiale et la prédiction du
risque de récidive loco-régionale, évaluée essentiellement a partir de I'examen des marges
d'exérése et de l'intensité de I'envahissement ganglionnaire. Une radiothérapie sur le lit
d'exérése et les aires ganglionnaires cervicales réduit le risque de récidives locales et
ganglionnaires. La radiothérapie bénéficie de progres récents (appareillages, dosimétrie,
radiobiologie) particulierement dans des protocoles de modalités de fractionnement des
doses administrées, et, de I'association chimio-radiothérapeutique.

La chimiothérapie des cancers VADS a été longtemps réservée aux traitements des
récidives et des métastases. De nombreux agents anticancéreux comme le méthrotrexate,
le cisplatine, le fluorouracile, les taxanes sont des agents actifs sur les tumeurs VADS,
I’association cisplatine/5-FU (5-Fluorouracile) étant la plus utilisée. Les associations
incluant le cisplatine et le 5-FU ont permis d'observer des réponses completes de I'ordre de
20%, mais sans augmentation significative de la survie. La chimiothérapie est dite
néoadjuvante lorsqu’elle précede la chirurgie, de facon a réduire la masse tumorale avant
I’exérése, rendant I’opération moins mutilante. Elle permet la préservation de I'organe, en
particulier le larynx, mais ne diminue que faiblement l'incidence des métastases et ne
modifie pas la survie des malades. Les taxanes, nouvelle génération de drogues agissant

sur le fuseau mitotique, semblent donner des résultats prometteurs sur les cancers VADS.

6. Les difféerentes localisations des tumeurs VADS

a. Les cancers de la cavité buccale

La cavité buccale est le siege de 30% des cancers VADS, représentant 5’000 cas

nouveaux par an en France. Le cancer de la langue représente a lui seul 50% des cancers de la

cavité buccale. Selon le stade d’évolution le traitement fait appel a la chirurgie, a la

radiothérapie (tumeur tres localisée), ou a la chimiothérapie (tumeur étendue). Les cancers de

la base de la langue ont généralement un moins bon pronostique que les cancers de la bordure

de la langue. Les cancers des joues, du plancher buccal, de la bouche et des gencives se
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signalent par des symptdmes variés et sont traités de maniére similaire aux cancers de la

langue.

b. Les cancers du pharynx

En France, le pharynx est le siege de 35% des cancers VADS, représentant 7’000 cas
nouveaux par an. Le pharynx est subdivisé en trois parties : le rhinopharynx en relation avec
les fosses nasales; I’oropharynx en relation avec la cavité buccale, comprenant les amygdales
et le voile du palais ; I’hypopharynx précédant I’oesophage et situé en arriere du larynx. La
région du sinus pyriforme est fréeqguemment le siége de cancers, en rapport avec une exposition
quotidienne a I’alcool (eaux de vie et alcools purs). Les cancers de I’hypopharynx sont les
plus fréquents avec 17% des cancers VADS, apres les cancers du larynx (20%), les autres
cancers les plus fréguents étant les cancers de la langue et du plancher buccal (16%), et, des
amygdales (11%). Les cancers de I’hypopharynx ont un taux de survie a 5 ans de 30%
seulement contre 55% pour les cancers du larynx. Les tumeurs pharyngées sont généralement
de taille élevée, avec des extensions ganglionnaires au moment du diagnostique. Le traitement
des cancers du pharynx comprend la chirurgie (ablation d’une partie du pharynx et parfois du
larynx) et/ou la radiothérapie. Cette chirurgie mutilante nécessite une reconstruction du
pharynx par chirurgie plastique. Pour les tumeurs de stade avancé, une chimiothérapie

néoadjuvante ou des associations chimioradiothérapiques sont proposées aux patients.

c. Les cancers du larynx

Les cancers du larynx représentent plus de 30% des cancers VADS, affectant
essentiellement les hommes (90% des cas). Le larynx est un organe cartilagineux assurant la
protection des voies respiratoires par fermeture de la glotte lors de la déglutition. Le tabac
joue un role prépondérant amplifié par son association avec I’alcool. La moitié des ces
cancers affectent les cordes vocales tandis I’autre moitié se développe au dessus de celles-ci
(épiglotte). Contrairement aux cancers du pharynx, un diagnostique rapide est possible avec
une survie a 5 ans dans 55% des cas. Le traitement met en jeu la radiothérapie (tumeur
localisée) ou la chirurgie. En cas de Iésions tres étendues la chimiothérapie peut étre utilisée.
La chirurgie peut étre partielle ou une laryngectomie totale, mutilante, suivie d’une

trachéotomie avec rééducation de la voix (voix oesophagienne).
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C. Méthodes d’analyse du transcriptome

Certaines approches, mettant en jeu un nombre fini de génes (gene individuel ou
plusieurs milliers de génes disposés sur un support), limitent des le départ le champs d’étude ;
c’est le cas des puces a ADN disponibles commercialement jusqu’a une époque récente. Ces
supports permettent surtout I’analyse d’un grand nombre de genes connus. On parle de
systémes fermes.

Certaines approches sont dites ouvertes, dans lesquelles les expérimentateurs isolent, sans a

priori, des séquences différentiellement exprimées a partir d’échantillons biologiques et les
identifient a posteriori. Ces techniques permettent d’isoler des sequences demeurées
inconnues, car correspondant a des genes exprimés a faible nombre de copies par cellule, ou,
a des variants inconnus, liés & des mutations ou des phénomenes d’épissage alternatif. De
plus, ces techniques sont adaptées a I’étude d’organismes au génome mal caractérise.

L’utilisation des systemes fermés et ouverts est complémentaire car les séquences isolées
dans des systémes ouverts peuvent ensuite étre transférées a de nouvelles générations de

puces en systeme fermé.

Pour I’ensemble des techniques, plusieurs facteurs sont critiques :

-La quantitt d’ARN nécessaire a la réalisation du protocole. Cette limitation est
particuliérement importante dans le cadre de I’utilisation de biopsies, comme dans I’étude de
I’expression génique de tumeurs.

-La sensibilite de la technique, définie par sa capacite a isoler de maniere probable des génes
differentiellement exprimés a une faible prévalence. Cette caractéristique est particulierement
importante puisqu’on estime que 90-95% des ARNmSs sont exprimés a 5 copies ou moins par
cellule (Alberts, 1998; Bishop et al., 1974; Bonaldo et al., 1996; Zhang et al., 1997). Si I’on
recherche des ARNs encore mal caractérisés, généralement exprimés a faible nombre de
copies, on doit faire appel a des techniques capables de détecter des ARNms présents a une
copie pour 100’000 ARNms (Wan et al., 1996, Green et al., 2001).

-Le taux de couverture du génome, responsable de I’exhaustivité de I’étude, est également
critique. Les techniques fermées disponibles pendant la durée de notre étude ne pouvaient

prétendre a I’exhaustivité (12’000 génes typiquement). Les techniques ouvertes majeures sont
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censées pouvoir offrir une couverture de 90 a 99% du transcriptome, en fonction du nombre

d’itérations, de réactions ou de réactions de sequengage réalisées.

1. Les systemes « fermes »

a. Analyse de géne individuel

L expression des genes peut étre analysée a titre individuel avec les techniques de
Northern blot et de protection des nucléases (RNAse protection assay), sans qu’aucune
amplification par PCR (polymerase chain reaction) n’intervienne. Le Northern blot permet
d’avoir acces a la taille du transcrit et, éventuellement, a ses différents variants, tandis que la
technique de protection des nucléases permet de dresser un plan des mésappariements dans le
transcrit (gene mapping).

Ces techniques permettent I’analyse des transcrits d’abondance forte & moyenne, sauf si les
ARN poly-A sont sélectionnés au préalable. Elles nécessitent des quantités importantes
d’ARN. Ces techniques sont moins sensibles que les techniques plus récentes de PCR

semiquantitatives ou quantitatives {Realtime PCR, (Heid et al., 1996)}.

b. Analyse en masse selon le « Reverse Northern blot » : macro et micro
arrays

La technique du Reverse Northern blot (RN), inspirée du Northern blot, consiste a
hybrider une sonde complexe a une série d’ADNcs disposés sur un support, en tant que
plasmides, fragments de PCR ou encore d’oligonucléotides.

La technique du RN permet d’analyser I’expression de plusieurs centaines de genes en
parallele, et, éventuellement d’observer I’altération d’un grand nombre de processus
physiologiques. Elle permet également de réaliser une vaste étude a I’aide d’une seule
synthese de sonde, ce qui permet un travail a partir de petites quantités d’ARNm, comme
celles extraites de biopsies. L’analyse des résultats nécessite un traitement informatique et
peut mener a la caractérisation de signatures corrélées au pronostique (clustering) ou a
diverses caractéristiques biologiques (Golub et al., 1999; Mendez et al., 2002; Ramaswamy et
al., 2003; van 't Veer et al., 2002).

Les macro arrays sont des puces a ADN de moindre densité que les micro-arrays,

généralement réalisés sur des membranes en nylon et fabriqués, suivant leur densité, par des
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expérimentateurs (plaques 96 puits) ou par un robot de dép6t. Ce type d’arrays peut constituer
la plateforme secondaire de validation en Reverse Northern blot du criblage initial en systeme
ouvert, du fait de leur personalisation («customisation ») aisée. Les macro arrays
commerciaux, comme les membranes Atlas (Clontech) comportant environ 600 geénes, sont
par contre des systemes fermés. Les micro-arrays commerciaux se distinguent en fonction du
type d’ADN déposé sur le support: ADNc en tant que clones ou produits de PCR, ou,
oligonucléotides synthétisés par photolithographie sur le support (Marshall & Hodgson,
1998). Cette derniere technique, utilisée par Affymetrix pour produire ses puces a ADN
comportant environ 12’000 génes, permet d’obtenir une grande reproductibilité et une grande
homogénéité d’une puce a I’autre. La détection de transcrits effectivement différentiellement
exprimés est facilitée, tout comme I’analyse comparative d’une grande série d’échantillons.
Les quantités d’ARN nécessaires pour assurer la qualité de I’étude demeurent assez
importantes.

Un certain nombre de critiques a I’égard des micro-arrays et de I’interprétation de
leurs résultats ont été résumees par Liang, I’inventeur du Differential Display, dans sa
rétrospective de 10 ans d’utilisation du DD (Liang, 2002). Liang note que beaucoup
d’expérimentateurs ont un peu rapidement considéré les résultats de micro-arrays, qui sont des
Reverse Northern blots, comme des preuves ultimes du profil d’expression. Or la seule preuve
absolue (gold standard) d’une expression différentielle est produite en Northern blot, sans
faire intervenir de PCR. On note généralement un faible taux de preuves en validation
secondaire présentées dans les études par micro-arrays. La comparaison que j’ai effectué avec
des études concurrentes menées par micro-arrays (Al Moustafa et al., 2002; Alevizos et al.,
2001; Belbin TJ, 2002; EI-Naggar et al., 2002; Leethanakul et al., 2000; Mendez et al., 2002;
Xie et al., 2000) m’a permis de constater personnellement que, dans I’étude des cancers
VADS, les clones utilisés pour la validation des resultats sont souvent peu nombreux (moins
d’une dizaine de génes validés pour des listes de plusieurs centaines de génes
différentiellement exprimés). Ces genes sont généralement classiquement associés au cancer,
comme les cadhérines ou les caténines. La validation est souvent assurée par des techniques
hétérogénes (PCR semi quantitative, Western Blot, etc...). Apparemment les exigences de
vérification des faux positifs n’ont pas été aussi séveres que lors de I’apparition du DD, bien
que de nombreux problemes techniques existent, comme pour toute technique émergente. Une
forme indirecte de validation dans certaines études est I’obtention de groupes de genes
prédictifs de sous-groupes d’échantillons (clustering). Si les micro-arrays ont les limitations

des systemes fermés, une autre de leurs limites majeures est I’utilisation de sondes complexes.
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Il est difficile de s’assurer de la reproductibilité des signaux. Des membres de familles de
génes ou des genes possédant une forte homologie peuvent produire des hybridations
croisées. La sensibilité des sondes et la linéarité de la détection du signal sont egalement des
points critiques. La constitution méme des puces a éte, initialement au moins, sujette a des
problémes de reproductibilité d’une puce a I’autre. Affymetrix tente de s’affranchir de ces
limitations en associant & chaque oligonucléotide un oligonucléotide de contréle muté, moins
spécifique, et, en synthétisant les oligonucléotides par photolitographie. Les premiéres etudes
se sont voulues, a tort, exhaustives sur tout le génome alors que seulement une fraction des
genes (1/3 typiquement) était disposée sur le support. Les difficultés techniques associées a la
production de puces a ADN sont illustrées par le fait qu’une des compagnies majeures dans
leur développement a abandonné toute production (Knight, 2001a) et qu’Affymetrix ai di
rappeler ses puces « souris » du fait d’un taux de synthése de 65% de sequences erronées
(Marshall, 2001) et que les puces comportaient parfois 30% d’erreurs {séquences mal
répertoriées sur la puce, erreurs dans lors de la synthése de I’oligonucléotide, etc... ; (Knight,
2001b)}.

2. Analyses en masse en systémes « ouverts »

Les techniques suivantes sont toutes des techniques « ouvertes », souvent adaptées a
I’isolement d’événements encore mal caractérisés. De leurs principes résultent des besoins en
matériel initial, une exhaustivité et une sensibilité variables, certaines techniques n’étant que

peu adaptées a la détection des ARNms peu abondants.

a. Criblage différentiel (Differential screening)

Le principe de cette méthode ancienne (Sargent, 1987) est le clonage de banques
d’ADNcs correspondant a chacune des situations comparées dans des bactéries, sur boite de
Petri, et, de I’hybridation de membranes répliques de ces boites de culture avec des sondes
synthétisées a partir des ARNms correspondant a chaque situation. Les clones difféeremment
allumés par les sondes sont différentiellement exprimés entre les deux situations. Cette
technique est adaptée a I’isolement rapide de quelques clones d’intérét. Une méme séquence
peut étre isolée de fagcon trés redondante. Aucune connaissance préalable du génome n’est

requise.
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b. Techniques basées sur le séquencage en masse: Soustraction
Electronique (ES) et SAGE

Le moyen le plus évident de mesurer I’expression d’un géne est de cloner et de
séquencer tous les ADNcs d’un echantillon, puis de compter le nombre relatif de clones
contenant une séquence précise. Le nombre de clones, ou sa fréquence de clonage, est
proportionnel a I’abondance du transcrit initial. Cependant cette méthode est difficilement
applicable de maniére pratique, tant le nombre de clones a séquencer serait important. Une
technique alternative est le séquencage d’une fraction d’une banque d’ADNc puis
I’interprétation informatique de la fréquence de détection des divers transcrits. Cette
technique, appelée Soustraction Electronique (Electronic Substraction, ES) est basée sur
I’isolement d’EST {Expressed Sequence Tag ; (Adams et al., 1992)}. Toutes les techniques
basées sur un séquencage massif de banque d’ADNCcs ou d’étiquettes ont en commun un co(t
trés important de sequencage. Aussi leur utilisation est elle limitée lorsque méme les transcrits

invariants sont répertoriés et constituent un poids mort dans I’étude.

Une technique alternative, appelée SAGE {Serial Analysis of Gene Expression,
(Velculescu et al., 1995)}, a été développée de facon a réduire la quantité de séquencage
nécessaire a I’analyse, par digestion des ADNCcs par des enzymes de restriction. Des étiquettes
typiquement de 10 a 14bp (ditags), permettant I’identification du gene correspondant, sont
concaténéees et clonées dans des plasmides en vue de séquencage. En pratique, un clone
contient en moyenne 30 a 35 étiquettes-SAGE différentes, permettant une diminution
importante de la tache de sequengage a accomplir et une accélération de I’analyse par rapport
al’ES.

Cette technique demeure cependant exigeante en qualité et en quantité de séquencage,
nécessite des étapes multiples, et, est lourde a mettre en oeuvre. La sensibilité et I’exhaustivité
de cette technique dépend du nombre de plasmides (et donc d’étiquettes) séquencés. Pour
avoir plus de 90% de chances de repérer un géene différentiellement exprimé présent a 3
copies par cellules, il est nécessaire de séquencer 300’0000 étiquettes correspondant a 10’000
a 15’000 clones (Bertelsen, 1998). L’étude de cinétiques ou la comparaison d’échantillons
nombreux est quasiment impossible par cette technique puisqu’un nombre tres important de
séquences doit étre obtenu pour chaque point de comparaison.

La techniqgue MICROSAGE est une technique dérivée du SAGE plus adaptée a I’utilisation
de biopsies, grace a la réalisation de toutes les réactions dans un tube unique et a I’utilisation
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de cycles de PCR supplémentaires (Datson et al., 1999). La technique TALEST {Tandem
Arrayed Ligation of Expressed Sequence Tags, (Spinella et al., 1999)} est une technique
dérivée du SAGE dans laquelle la génération de ditags n’implique pas d’amplification par
PCR mais uniquement une série de digestions enzymatiques.

En plus de son col(t de séquencage, la technique SAGE, bien qu’ayant contribué a une
accélération de la construction de bases de données sur les ESTs, présente I’inconvénient de
nécessiter de nombreuses étapes de manipulation par rapport au DD et aux micro-arrays, ce

qui augmente les sources potentielles d’artéfacts (Liang, 2002).

c. Techniques basées sur I’hybridation et la soustraction : RDA, SH, SSH

L hybridation soustractive (SH), méthode tres utilisée, est décrite plus loin (Partie 11)
dans une comparaison stricte avec la technique du DD effectuée par Wan et al (Wan et al.,
1996). Cette méthode nécessite une forte quantite d’ARN polyA (20ug), implique de
multiples étapes d’hybridation et de soustraction. Elle est de mise en oeuvre laborieuse. Cette
technique n’est pas toujours adaptée a la détection des transcrits peu abondants. Les
différences d’expression isolées peuvent étre quantitatives mais cette méthode permet plus
efficacement la détection de différences qualitatives, de séquences specifiques a une situation.
L’analyse compléte d’une comparaison nécessite de reéaliser I’hybridation soustractive pour
les deux situations, en deux manipulations, et, rend difficile I’analyse de larges séries

d’échantillons.

La méthode RDA {Representational Differences Analysis, (Lisitsyn & Wigler, 1993)}
est une technique dérivée de I’Hybridation Soustractive, mettant en jeu des amplifications par
PCR pour enrichir les différences entre les deux génomes. On effectue une comparaison entre
le transcriptome analysé, le « tester », et, le contrdle, le « driver ». Bien que les différences ne
soient pas isolées de maniere spécifiquement quantitative, les validations par Northern Blots
ont montré que cette technique permet d’isoler des ADNCcs différentiellement exprimés de 2 a
80 fois (Hubank & Schatz, 1994). Seulement 1% des ARNms de la cellule sont isolés. Cette
méthode est difficile a mettre en oeuvre techniquement et le taux de faux positifs (et de faux
négatifs) est important. Il faut répéter I’opération pour obtenir les séquences spécifiques du
driver. Un des grands avantages de cette technique est son application possible aux

organismes procaryotes (Bowler et al., 1999).
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La technique d’Hybridation Soustractive avec Suppression {SSH, (Diatchenko et al., 1996)}
basée sur la technique RDA et sur I’effet de soustraction par PCR, a été développée afin de
d’isoler des séquences moins abondantes que le RDA, a partir de moins de matériel. Cette
méthode combine plusieurs étapes de soustraction a une amplification par PCR, assurant une
normalisation des banques d’ADNc du tester et du driver. Des amorces/adapteurs différentes
sont utilisées pour le tester et le driver. Apres hybridation soustractive, une amplification par
PCR est effectuée avec des amorces de PCR courtes correspondant aux séquences specifiques
des différents adapteurs, ne permettant I’amplification que des séquences préesentes dans le
tester mais absente ou sous-exprimées dans le driver, portant les deux types d’extrémités
amplifiables par PCR. Les fragments portant les adapteurs issus d’un méme tester sont
éliminées (effet suppressif de la PCR) car la présence de séquences répétées de taille
supérieure aux amorces de PCR entraine d’hybrides en boucles plus stables que les
interactions amorces/matrice (suppression). Cette technique permet d’utiliser de moindres
quantités d’ARN (I’ADNCc peut étre utilisé également alternativement), d’enrichir les banques
spécifiques de chaque situation de I‘ordre de 1000 a 5000 fois, et, de détecter les transcrits
d’abondance moyenne a faible. Une mise au point au niveau de la quantité de tester permet de
renforcer le caractére quantitatif potentiel de cette méthode. Un seul cycle de manipulation est

nécessaire.

d. PCR Differential Display (PCR-DD)

Cette technique implique la sélection de sous populations des ARNms par PCR avec
des amorces poly-T combinées avec des amorces arbitraires, separables en bandes discretes
aprés migration sur gel. Cette technique qui posséde I’avantage de nécessiter peu d’ARNm,
peu de matériel (machines a PCR et gels de séquencage), est la technique avec laquelle nous
avons mené notre étude. Elle sera décrite plus précisément plus loin. Ces avantages sont sa
sensibilité, son faible besoin en ARN, sa simplicité conceptuelle et le faible nombre de
manipulations a effectuer avant de visualiser les différences d’expression sur gel.

Plusieurs méthodes trés proches conceptuellement du DD existent, comme I’AP-PCR
{Arbitrarily Primed PCR, (Navarro & Jorcano, 1999)}, I’AFLP {Amplified Fragment Length
Polymorphism ; (Bachem et al., 1996)}, et, la technique SABRE {Selective Amplification via
—Biotin and Restriction-mediated Enrichment ; (Lavery et al., 1997)}. Ces techniques n’ont

été en comparaison du DD que peu utilisées dans I’étude de I’expression génique.
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D’autres techniques conceptuellement proches du DD utilisent des enzymes de restriction
pour effectuer une subdivision des ARNms, comme la technique RFLP-DD (Restriction
Fragment Length Polymorphism- DD). Cette technique et les autres techniques dérivées
Genecalling (Green et al., 2001), TOGA {Total Gene Expression Analysis ; (Sutcliffe et al.,
2000)}, READS {Restriction Enzyme Analysis of Differentially Expressed Sequences,
(Prashar & Weissman, 1996)} présentent le désavantage par rapport au DD de nécessiter plus
d’étapes de manipulation, augmentant les risques d’artéfacts. La plupart de ces méthodes
n’existaient pas lors du démarrage de notre étude, et, a ce jour, on ne posséde que peu de recul

sur leur utilité.

e. DATAS

La technique D.A.T.A.S. (Differential Analysis of Transcripts with Alternative
Splicing), brevetée par Exonhit Therapeutics S.A., met en jeu des étapes de soustraction et
d’amplification par PCR, permettant d’isoler de facon exhaustive les événements d’épissage
alternatif. A des variants d’épissage alternatif correspondent des protéines possédant
éventuellement des propriétés fonctionnelles spécifiques. L’estimation du nombre de génes
dans le génome humain apres son séquencage complet a diminué de 50°000-100°000 génes
estimeés a 30°000-40°000 génes estimés (Lander et al., 2001; Venter, 2003; Venter et al.,
2001). Dans cette nouvelle optique, les phénomenes d’épissage alternatif ont pris une
importance croissante puisque ce mécanisme permet d’expliquer en partie le codage d’un

nombre important de protéines a partir d’un nombre restreint de génes.
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Partie I1:
Objectifs et stratégie expéerimentale



A. Problématique

Aprés que les connaissances sur le cancer ont progressé et que des altérations
d’expression génétique ont été identifiées comme responsables de la carcinogenése, un axe
majeur de recherches a été I’établissement d’une signature, d’une carte d’identité des tumeurs.
Ainsi peut on envisager d’améliorer le pronostique des patients atteints de ces tumeurs et de
mieux caractériser les évenements clés de la carcinogénése. Sur ces nouvelles bases, de
nouvelles thérapies ciblées et rationnelles, devraient étre développées, avec potentiellement
une plus grande efficacité et une moindre toxicité que les traitements actuels. Etant donné les
techniques a notre disposition lors du démarrage de notre etude, la nature hétérotypique des
tumeurs et les caractéristiques particuliéres des carcinomes VADS (effet de champs, mauvais
pronostique), une stratégie expérimentale a été concue de maniére a effectuer une analyse
aussi exhaustive que possible de I’expression génique de ces tumeurs. Les carcinomes
représentant plus de 90% des tumeurs, nos résultats pourraient étre partiellement informatifs
pour d’autres localisations tumorales. Ainsi une analyse complémentaire sur des tumeurs
prostatiques a été entreprise a partir d’une sélection de génes isolés dans les carcinomes
VADS. Plusieurs approches ont été combinées de maniere a effectuer un profilage aussi bien
quantitatif que qualitatif de I’expression genique dans les tumeurs VADS. Pour ma part, j’ai
principalement été impliqué dans la mise en ceuvre d’un criblage par Differential Display a

large échelle.
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B. Rappel du contexte de I’étude et stratégie expérimentale
appliquée a la problématique

1. Rappel du contexte de I’étude

a. Contexte historique au niveau du laboratoire

Depuis de nombreuses années le laboratoire du Dr Bohdan Wasylyk étudie
I’expression d’oncogénes (MDMZ2, Ras) et de génes suppresseurs de tumeurs dans les tumeurs
VADS. En particulier, une collaboration a été établie avec le Dr Ranju Ralhan, qui supervise
une collection de tumeurs VADS en Inde. Ces tumeurs sont particulierement intéressantes car
la mastication de noix de bétel provoque la formation de nombreuses lésions cancéreuses et
précancéreuses de la cavité buccale. Ce type de tissus permet d’avoir acceés aux étapes de
I’initiation tumorale.

Le laboratoire a collaboré avec Rhéne Poulenc RORER (désormais Aventis) a la
recherche d’inhibiteurs de I’interaction entre p53 et MDM2, ainsi qu’a la caractérisation des
liens entre la signalisation par la voie Ras et le facteur de transcription Net.

L’etude de I’expression de MDMZ2, et de ses variants d’épissage alternatif, dans les
cancers VADS a été entreprise conjointement par les équipes du Dr Joseph Abecassis et du Dr
Bohdan Wasylyk.

Lorsque les Drs Bruno Tocque, Laurent Bracco et Fabien Shweighoffer ont quitté
Rhéne Poulenc RORER pour fonder la compagnie ExonHit Therapeutics SA, les
collaborations entre les laboratoires du Dr Wasylyk, du Dr Abecassis et Exonhit Therapeutics,
ont été poursuivies par I’étude a large échelle du transcriptome des tumeurs VADS.

Dans le cadre de cette étude, j’ai été recruté en tant qu’ingénieur thésard, titulaire
d’une bourse CIFRE. Le Dr Julia Young a rejoint le « projet DD » quelques mois plus tard.
Christine Wasylyk a initialement effectué un cycle d’analyses en DD (« 1 round ») avant
d’étre remplacée dans le projet par Anne Cromer, qui a effectué son DEA sur le projet DD, et,
qui a progressivement pris en charge I’étude par puces a ADN Affymetrix. Chunhua Zhao a
utilisé une sélection de clones DD, validés avec des sondes complexes focalisées « DD » (voir
partie I1l D; publication DD), et, étudié leur expression dans les tumeurs de la prostate. Le Dr

Alberto Zambrano poursuit actuellement I’étude d’un gene surexprimé dans les tumeurs de la
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prostate. Le Dr Senghua Hao a effectué une analyse préliminaire par DD de la
chiomiorésistance des tumeurs VADS. Aprés avoir soutenu son doctorat sur I’étude de
MDM2 au laboratoire, le Dr Gitali Ganguli a rejoint le projet DD en reprenant I’étude
fonctionnelle des clones favoris du Dr Young. Dans le cadre du traitement informatique des

données (DD et Affymetrix), Annaick Carles a également été recrutée.

b. Contexte général

Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes proposé d'étudier les événements
moléculaires permettant de mieux caractériser les cancers VADS et leur évolution. A l'issue
d'un traitement par chirurgie, on observe des reprises métastatiques ou des seconds cancers
d'une part, ou, une rémission dautre part, sans disposer d’une évaluation pronostique
satisfaisante a I’heure actuelle. Le but de ce projet est d’obtenir des marqueurs moléculaires a
valeur pronostique, permettant une adaptation éventuelle du protocole thérapeutique. La
confirmation d’un réle physiologique de certains de ces marqueurs pourrait déboucher sur le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (drogues interagissant avec les voies de
signalisation impliquees, thérapie génique, etc...). La carcinogenese est associée a de
nombreuses modifications de I'expression genique, aussi bien quantitatives (surexpression
d'oncogénes ou répression de génes suppresseurs de tumeur) que qualitatives (phénomeénes
d'épissage alternatif de p53 dans les cancers VADS). Exonhit Therapeutics S.A. (Paris) a donc
mis en ceuvre sa technique brevetée D.A.T.A.S. (Differential Analysis of Transcripts with
Alternative Splicing) afin de détecter de maniére systématique les phénomeénes d'épissage
alternatif dans les cancers VADS. Les groupes de recherche du Dr Wasylyk a I'.G.B.M.C.
(Ilkirch) et du Dr Abecassis au Centre Paul Strauss (Strasbourg) ont appliqué la méthode du
Differential Display sur les mémes échantillons, afin de détecter des variations de niveau
d'expression des genes. Les profils quantitatifs et qualitatifs d'expression obtenus devraient
permettre une meilleure caractérisation des tumeurs des cancers VADS et une meilleure
compréhension de I'évolution tumorale. Parmi les différents types de tumeurs VADS, notre
choix s'est porté sur les tumeurs de I'nypopharynx dont la fréquence importante nous a permis
de mener une étude sur des groupes homogénes de tumeurs. En outre, ces tumeurs de mauvais
pronostique présentent un volume relativement important, permettant d'obtenir des quantités

d’ARNm compatibles avec les besoins de notre étude. Le traitement par chirurgie de ces
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tumeurs nous donne acces a des biopsies, représentant I’histoire naturelle de la tumeur. Des
traitements adjuvants par radiothérapie ne sont appliqués qu’apres I’éxerése.

Notre étude vise a I’exhaustivité maximale pour constituer une collection importante de
marqueurs. En cela, elle se distingue catégoriquement d’un projet académique de DD,
consistant a isoler rapidement quelques genes impliqués dans le cancer et leur étude
fonctionnelle dans la foulée (kit de DD de 8 amorces puis sélection de quelques cibles, voir
étude en DD sur des lignées cellulaires, de maniére a faciliter les expériences de validation).
Cette approche allonge considérablement les étapes de criblage et n’assure pas forcément un

rendement maximal en terme de publications.

2. Stratégie expérimentale de I’étude en DD

Trois groupes de patients présentant des tumeurs bien caractérisées et homogeénes au
niveau histologique (classification TNM), dont le suivi de I'évolution de la maladie était
supérieur a 20 mois, ont été sélectionnés par le Dr Aecassis au Centre Paul Strauss. Une
quantité suffisante de matériel tumoral, mais aussi de tissu sain de luette, devait étre
disponible pour effectuer toutes les validations nécessaires (sélection des clones, Northern

Blot, Virtual Northern blot, Macro-arrays, PCR quantitative, etc...), soit 60 pug d’ARN totaux.

- groupe E « Early »: patients présentant des tumeurs de petite taille peu différenciées (T1,
T2), sans envahissement ganglionnaire, prélevées par chirurgie a un stade précoce de
développement du cancer. Ces échantillons permettent la mise en évidence de modifications

impliquées dans les étapes du développement des cancers VADS.

- groupe NM « non métastatiques »: patients présentant des tumeurs de taille moyenne (T2,
T3), de différenciation moyenne, n'ayant donne lieu apres traitement chirurgical ni a des
extensions métastatiques, ni a des récidives aprés une période de suivi de 32 mois minimum.
Ce groupe avait été initialement désigné comme S « Stable » du fait de la survie des patients,
mais cette dénomination a été changée dans notre article du fait d’une confusion possible avec
les phénomenes d’instabilité génétique. Toutefois lorsque nous parlons des échantillons
normaux correspondant a ce groupe, il me parait plus aisé de parler de NS plut6t que de
NNM.
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- groupe M « Meétastatiques ». patients présentant des tumeurs histologiquement
indiscernables des tumeurs des patients du groupe NM, mais ayant développé des métastases
comme premier signe d’évolution au cours de la période de suivi de 32 mois. Ce groupe a été
désigné initialement comme U « Unstable ». L’appellation NM est ambigué, aussi je lui

préférerai NU.

La comparaison des groupes M et NM doit permettre de correler les différences de
profil d’expression au pronostique tandis que la comparaison des tumeurs, en particulier
précoces, avec les tissus normaux correspondants, doit permettre d’identifier de nouveaux
acteurs de la carcinogenese. Les ARNms ont été traités a la DNasel de maniére a éviter une
contamination par I’ADN génomique et toutes les reéactions de DD ont été réalisées en
duplicat de maniere a diminuer le taux de faux positifs de I’étude. Avant de commencer
I'étude par DD, nous avons constitué des "pools" en regroupant les ARNms des patients
présentant les mémes caractéristiques. L'usage de pools nous permet de réduire le nombre de
manipulations a effectuer, tout en évitant d'isoler des variations peu fréquentes, présentes chez
un seul individu, qui introduiraient un biais dans les résultats. Pour nous affranchir des
variations liées au fond génétique des individus, sans lien évident avec la carcinogenése, nous
avons comparé les divers pools (E, NM, M) avec des pools des ARNms extraits des tissus
normaux (luette) des mémes patients. Cette étude est menée sur des tumeurs non micro-
disséquees, en envisageant la tumeur dans sa globalité, comme un mélange complexe de
différents types cellulaires. La compréhension des profils d’expression doit donc étre
complétée, pour des genes d’intérét, par la technique d’hybridation In Situ.

Nous avons decidé d’effectuer I’analyse en DD (description détaillée en partie I1I)
avec 58 amorces arbitraires HAP (42 IGBMC / 16 Centre Paul Strauss) en combinaison avec
les 3 amorces HT11 (3 "rounds" de DD). Une telle combinaison d'amorces, assure
théoriquement une couverture de plus de 90% des ARNms exprimés par la cellule. La
sensibilité de la technique permet de repérer des évenements correspondant a des genes
exprimés a divers niveaux. En particulier, elle permet, par rapport a des techniques
soustractives, de repérer des genes surexprimés a un tres faible niveau tels des génes clés dans
le contrble de la biologie cellulaire comme les facteurs de transcription ou les molécules des
voies de signalisation. 1l est également possible d’isoler, de maniére marginale, des variations
qualitatives d’expression des genes : la présence ou I’absence d’une séquence dans un ADNc

épissé de facon alternative peut déterminer I’amplification d’une bande sur gel de DD. La
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qualité des échantillons est strictement examinée de maniére a éviter toute dégradation des
échantillons source éventuelle des faux positifs.

Nous avons développé une plateforme de validation secondaire en masse par la technique du
Reverse Northern blot en combinaison avec divers types de sondes complexes (technologie
SMART, marquage focalisé avec les amorces de DD). Une serie de techniques de validation
individuelles -Northern Blot, Virtual Northern blot et PCR quantitative- ont été employeées.

3. Design expérimental global : complémentarité avec I’étude par puces a
ADN Affymetrix

Analyse @uantitative

Differential Display Affymetrix

Analyse Qualitative

D.AT.AS.

systeme ouvert systeme ferme
1400 Marqueurs parmi les genes connus et inconnus 12000, margueurs parmi
lesigenes connus

IViargueurs de IFEpissage
alternatif

i

Applications diagnostiques

=
Validation  individuelle: Validation en masse par
macro-arrays

Virtual Northern blot

Northern blot Marqueurs issus du DD
Hybridation In Situ

Collzetion eiEsive de

Applications thérapeutiques
= M UENIS]

!

Etude fonctionnelle

4 nouvelles cibles o
thérapeutigues potentielles guill gracliciif

WENENINOIIESSIOINNITIONIE]
“~
Amélioration
de la survie des patients

Stratégie expérimentale globale pour I’étude des cancers VADS

Figure I1.1

Notre étude met en ceuvre plusieurs techniques complémentaires d’analyse du
transcriptome des cancers VADS (Figll.1). L’analyse quantitative est réalisée, tant en systeme
ouvert en DD, avec la potentialité d’isoler des marqueurs parmi les génes connus comme
inconnus, qu’en systeme fermé avec utilisation de puces a ADN Affymetrix, assurant une
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couverture complémentaire sur des genes connus. ExonHit Therapeutics assure, avec sa
technique DATAS, une analyse des variations qualitatives de I’expression génique de ces
tumeurs. La combinaison des marqueurs isolés par ces diverses méthodes devrait permettre
d’établir une collection exhaustive des altérations de I’expression génique associees a
I’initiation et a la progression de ces tumeurs. Le but a terme est la constitution d’une
membrane ou d’une puce regroupant toutes les signatures spécifiques des cancers VADS et
son utilisation diagnostique et pronostique. De maniére parallele, un nombre restreint de

genes, cibles thérapeutiques potentielles, sera caractérisé fonctionnellement.

4. Adaptation aux contraintes expérimentales du post-Differential Display

L’etape la plus souvent limitante d’une étude en DD, en terme de quantité d’ARN et
de quantité de travail, est le Post-Differential Display, I’ensemble des processus de validation,
tant en masse qu’au niveau des génes individuels, situés en aval de I’isolement de bandes
différentielles sur gel. Nous avons adopté plusieurs techniques allant de I’analyse en Reverese
Northern blot de clones sur membrane de nylon a la synthése de sondes complexes, mettant

en jeu divers procédés d’amplification.

5. Traitement des échantillons : Choix entre microdissection ou analyse de
la tumeur dans sa globalité

Dans certains cancers, comme dans le cancer de la prostate, le développement
parallele de plusieurs lésions tumorales, repérables au niveau histologique au sein d’une
méme glande, peut rendre nécessaire d’isoler chacune des lésions d’origine clonale, de grade
et d’agressivité différentes. Dans certaines biopsies de cancer du sein, le compartiment des
cellules prémalignes et malignes ne représente que 5% de la masse totale (Simone et al.,
1998). La culture a court terme in vitro des cellules cancéreuses est une méthode
d’enrichissement de I’échantillon mais elle peut donner lieu a une adaptation aux conditions
de culture et une accumulation supplémentaire d’altérations genétiques.

Du fait de la nature hétérotypique des tumeurs, des techniques ont été developpées de
facon a isoler, microdisséquer les diverses composantes des tumeurs. Le but de cette
microdissection est I’enrichissement en cellules cancéreuses préalable aux études de profilage,

ou, I’isolement de genes lies au recrutement des cellules normales, comme les cellules
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endothéliales intra tumorales, en vue du développement de drogues les prenant
spécifiqguement pour cible.

Introduites en 1996, les techniques de microdissection au laser {Laser Capture
Microdissection LCM ; (Emmert-Buck et al., 1996)} permettent d’isoler des groupes
homogenes de cellules a partir d’un tissu hétérogéne. L’étude de la contribution dans la
progression tumorale des seules cellules cancéreuses mais aussi des divers types cellulaires du
stroma devient possible. Un des problémes majeurs de ces techniques est la faible quantité
d’ARN extraite a partir de lames histologiques. L’utilisation de plusieurs tumeurs issues de
patients différents peut étre nécessaire, surtout pour les Iésions précoces de petite taille. Des
techniques d’amplification de I’ARN peuvent étre utilisées avec des risques de distorsion du
profil d’expression. En effet, pour toute technique mettant en jeu une réaction de transcription
inverse, I’utilisation d’une quantité trés faible d’ARN peut affecter la détection des transcrits
rares. Nous avons pris le parti dans notre étude de généralement réaliser les réactions de
transcription inverse avec d’ARN quantités supérieures (1ug) au minimum requis par la
technique, et, d’ensuite seulement diluer les ADNcs obtenus de maniere a éviter la perte des
transcrits rares lors de la transcription inverse initiale. Une autre limitation historique est une
éventuelle dégradation de I’ARN (Mikulowska-Mennis et al., 2002) ou surtout des protéines
(Craven & Banks, 2001) pour les études protéomiques lors de la procédure de
microdissection, du fait de I’échauffement provoqué par le decoupage au laser.

Comme présenté dans notre article, les tumeurs hypopharyngées analysées contiennent
plus de 70% de cellules cancéreuses, et la microdissection ne parait donc pas nécessaire. Cette
technique n’étant pas déja implantée en Alsace lors de I’initiation de notre étude, nous avons
donc choisi d’étudier les tumeurs dans leur globalité. De plus, les cellules stromales, non
cancéreuses, apportent une contribution bien documentée au développement tumoral. Le DD,
détectant les ARNms rares, nous permet de détecter les transcrits spécifiques de chaque
compartiment tumoral méme s’ils sont dilués dans la tumeur. Enfin, les analyses cliniques ne
mettent & ce jour pas en oeuvre une microdissection systématique des tumeurs, et, il est donc
important que les marqueurs tumoraux identifiés lors de notre étude presentent un profil
d’expression suffisamment fort pour étre détectable sur les tumeurs entiéres. En absence de
microdissection, il est nécessaire de recourir a I’hybridation in situ ou a I’immunohistochimie

pour affiner la caractérisation du profil d’expression.
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Partie 111
Etude des tumeurs VADS par la technique
du Differential Display : premiere
publication et résultats généraux



A. La technique du Differential Display

1. Principe

Comme présenté sommairement plus haut, la technique du Differential Display (DD)
est basée sur la subdivision de la population totale des ARNms en sous populations, par
amplification par PCR avec des amorces arbitraires, jusqu’a obtention de bandes discrétes sur
gel de séquencage. Le profil d’expression est directement lisible par comparaison des profils
de bandes obtenus. Le concept du DD intégre 3 des techniques les plus puissantes de la
biologie moléculaire que sont la RT-PCR, I’¢électrophorése sur gel de séquencage et le
clonage de I’ADN. La simplicité du protocole, jusqu’a obtention de différences observables
sur gel, contribue au succes et a la robustesse de cette technique.

Le matériel de laboratoire nécessaire a sa mise en oeuvre, sa capacité a isoler de
nouveaux genes de fonction inconnue et ses faibles contraintes en quantité d’ARN (utilisation
de la PCR) ont contribué a son large usage. Cette technique peut étre utilisée avec un nombre
restreint d’amorces de PCR, pour isoler rapidement quelques séquences nouvelles régulées
dans un processus précis, ou, elle peut étre utilisée avec un nombre important d’amorces, afin

de mener une étude exhaustive sur I’ensemble du transcriptome.

La technique du Differential Display (DD, Figlll.1) est une des plus anciennes
techniques ouvertes d’analyse du transcriptome (Liang & Pardee, 1992). Dix ans apres sa
publication, cette technique a contribué¢ a plus de 3’800 ¢études, ce qui représente plus de
publications que pour les techniques de micro-arrays, d’hybridation soustractive, de SAGE et
RDA réunies (Liang, 2002). Cette forte utilisation du DD atteste de sa capacité a isoler des

genes différentiellement exprimés.

Aprés traitement a la DNAsel, éliminant tout ADN génomique contaminant les
préparations d’ARN, une réaction de transcription inverse par I’enzyme MMLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) est réalisée avec une amorce Poly-d(11)T, complémentaire des
queues poly-A présentes en 3’ des ARNm (polyadénylation), se terminant par une des bases

A, G ou C. On parle d’amorces ancrées. Ces amorces portent, en sus de cette séquence, un site
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de digestion pour 1‘enzyme HindlIII en 5°. Initialement ces sites étaient utilisés pour cloner les
ADNec. Depuis les fragments sont clonés directement dans des vecteurs du type pGEM-T,
mettant a profit ’ajout fréquent d’une base A par la Taq Polymérase lors des réactions
subséquentes d’amplification par PCR. On parle d’amorce HT11A, HT11G et HT11C, H
codant pour HindIIlL. Ces sites introduits par incorporation dans les amorces de PCR peuvent
toutefois étre utilisés pour vérifier la taille et la présence d’inserts dans le vecteur de clonage.
A T’utilisation de chaque amorce HT11 (ancrée par un A, un G ou un C) correspond un
« round » de DD, et la sélection d’un tiers des ARNms.

Apres transcription inverse, une nouvelle sélection d’une sous population des ADNcs
va étre effectuée en réalisant une amplification par PCR avec une amorce arbitraire HAP
(HindlIII arbitrary primer), capable typiquement d’amplifier 50 a 100 transcrits. Lors de la
PCR, le nucléotide dATP radioactif (P**) va étre incorporé dans ’ADNc double brin et
permettre la visualisation de bandes discrétes, aprés migration sur gel de poly-acrylamide
dénaturant similaire aux gels de séquengage. Le P** est utilisé plutét que le P** de fagon a
générer des bandes trés finement résolues sur gel, clairement définies aprés séchage et
exposition sur film. L’affinit¢ de I’amorce HAP pour un transcrit particulier dépend de sa
séquence, et, est relativement indépendante de I’abondance absolue, du niveau d’expression
du transcrit. Le biais introduit par l’utilisation d’amorces HAP permet de détecter des
séquences exprimées a faible niveau, demeurées inconnues a ce jour. Ces transcrits rares
peuvent coder pour des protéines régulatrices clés des processus cellulaires. Les bandes
produites sur gel sont comparées d’un échantillon a I’autre et les bandes différentiellement
représentées, qui doivent typiquement étre de ’ordre de 5 a 10% du total des bandes sur gel,
sont découpées, ¢luées du gel, ré amplifiées puis sous clonées afin de subir une validation
secondaire. Le taux de bandes différentielles permet de mener une analyse critique précoce du
design expérimental. Une étape de sous clonage est nécessaire puisque plusieurs fragments
peuvent migrer a la méme taille. Il faut donc isoler les clones possédant une séquence
expliquant le profil observé avec une seconde étape de criblage, qui confirme le profil DD.
Les clones sont disposés sur membrane de nylon permettant une hybridation avec des sondes
complexes. Les diverses modalités de constitution de membranes (pousse bactérienne, dépot
de fragments amplifiés en PCR) et de synthése de sondes que nous avons dil mettre en oeuvre

seront décrits plus bas.

Des variations sur le théme du DD comprennent des techniques assurant la subdivision

des ARNm par digestion enzymatique (RFLP-DD, Genecalling, TOGA citées plus haut) ou
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encore des DD « ciblés ». L’utilisation d’amorces spécifiques d’une famille de génes permet
de cibler leur expression. Cependant les amorces doivent étre allongées car les amorces HAP
sont s¢lectionnées pour leur faible sélectivité. Des stratégies ont été¢ congues de facon a isoler
les parties N terminales des protéines proches des séquences Kozak en amont des promoteurs.
L’utilisation d’amorces homologues des séquences d’adressage (séquence correspondant au

peptide signal) permet de focaliser 1’étude sur les protéines sécrétées {Revue par (Liang,
2002)}.

Les ARNms sont divisés en 3 sous populations

GAAAAAAAAAAA-AN
TAAAAAAAAAAA-AN

3 Amorces H-T11-M

e CAAAAAAAAAAA-AN site Hind Il
———— —

. 5-AAGCTTTTITTTTTITG-3

Poly dA tail 5 -AAGCTTTTTTTTTTTC-3'

5-AAGCTTTTTTITTTTTA-3’

Ex: avec | 'amorce H-T11-C }
GAAAAAAAAAAA-AN .
‘ CTTTTITTTTTTCGAAS + g/lNM_II__;/ reversetranscriptase
+ S, ...

amplification d 'une sous population d '"ARNms => ADNc

Ex: avec | 'amorce H-T11-C ‘ Avec laméme amorce H-T11-M

et | 'amorce H-AP1 , (] & une amorce arbitraire H-AP-X
5-AAGCTTGATTGCC-3

. M 2 + AmpliTAQ
CTTTTTTTTTTTCGAA-S +dNTPs, dATP 3%p

AAGCTTGATTGCC

Si une séquence complémentaire al 'amorce HAP1 est présente => Amplification

Une subdivision des ARNms contenant a la fois les séquences complémentaires a | 'amorce HT11C et HAP1
est amplifiée et marqu ée par laradioactivité

AAGCTTG ATTGCC%

I CTTTTTTTTTTTCGAA-5
W WE W -

Gel de
polyacrylamide
dénaturant

Principe du Differential Display (Liang et Pardee, 1992)

Figure III.1

2. Facteurs assurant le succeés d’une étude en DD

Un certain nombre d’améliorations, de mises au point et de conseils permettent

d’utiliser la technique du DD avec succes (Zhao et al., 1995; Liang, 1998).
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a. Amorces PolyT

Historiquement les amorces poly-(11)dT étaient ancrées par deux bases, les amorces
ancrées par une seule base ont depuis démontré une meilleure reproductibilité (Liang et al.,
1994). De plus les amorces HT11, plus longues et ancrées par une seule base, réduisent la
redondance de 1’amorcage, la production d’un bruit de fond (« smear ») et le nombre de
réactions de transcription inverse, de 12 a 3 cycles (« rounds ») de DD, ce qui diminue donc la
quantité¢ d’ARN nécessaire au protocole. Des erreurs d’amorcgage avec les amorces poly-dT

ancrées par deux bases peuvent réduire 1’efficacité du DD (Frost & Guggenheim, 1999).

b. Amorces HAP

La taille optimale des amorces HAP est déterminée d’aprés des considérations
statistiques. De maniere a reconnaitre 50 a 100 ARNms, les amorces doivent hybrider en tant
que 6 a 8-méres. En pratique, les amorces de taille inférieure a 9 paires de bases ne produisent
pas d’amplification par PCR du fait de la nécessité d’une surface de contact minimum entre
I’ADN double brin et la Taq polymérase. Bien que des amorces de 10 paires de bases aient
initialement ¢été utilisées, elles ont généré des signaux faibles, un nombre faible de bandes et
une faible reproductibilité. Ces limitations sont critiques dans des conditions sub-optimales
liées a la qualité des ARNs, des amorces, du lot de transcriptase inverse, de dCTP*, etc... Les
amorces ne s hybrident essentiellement qu’en tant que 6 a 9 méres en fonction du contenu en
GC, sur les bases situées en extrémité 3°. Des considérations théoriques indiquent que la
sélection de 50 a 100 ARNms est assurée par 7 nucléotides, que I’amorce doit mesurer au
minimum 9 bases, et, que 8 a 9 nucléotides apportent une stabilité optimum. Des amorces trop
longues nuisent a la redondance et a la reproductibilité des amplifications (dégénérescence).
Des amorces de 20 bases peuvent étre utilisées, mais elles favorisent 1’amplification trés
spécifique d’un nombre restreint de génes. Or le but du DD est de couvrir un nombre
important de geénes par amorce HAP. En conséquence, les amorces ont donc été rallongées
d’une taille minimum de 9 bases a une taille optimum 13 bases. Les 7 dernic¢res bases,
assurant la reconnaissance des ARNms, sont dessinées de manicre a étre les plus différentes
possibles au sein des amorces HAP. Les 5 premiéres bases sont fixes et ne contribuent que
peu a la sélectivité (1,5 paire de base participe a la reconnaissance en moyenne). 8 a 9 bases
participent effectivement a 1’hybridation. Une séquence de 7 bases représente 1/16°000 des

séquences possibles. Sur une séquence de 600 paires de bases typiquement résolue sur gel
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d’acrylamide a 6%, on trouve 600 sites possibles de reconnaissance pour tous les 7-méres
possibles. Chaque amorce a donc une probabilité de 4% de détecter un ARNm donné. On peut
donc déduire le nombre d’amorces HAP a utiliser pour assurer un certain niveau de

couverture du transcriptome en DD (Liang & Pardee, 1992).

c. Influence de la stratégie expérimentale

Le taux de faux positifs, considéré comme traditionnellement élevé, dépend en fait de
nombreuses petites variations sur les différents matériels (enzymes, tubes, machines, etc...),
du type de situations comparées, du design expérimental et de I’expérience de
I’expérimentateur. En particulier, si les échantillons comparés sont treés différents, comme des
¢chantillons de foie et de cerveau, le taux de faux positifs sera faible. Lorsque les deux
situations comparées sont trés proches, comme lors de la comparaison de cellules traitées par
une drogue avec les mémes cellules non traitées, le taux de faux positifs est ¢élevé. Peu de
genes sont régulés par la drogue et 1’expérimentateur doit souvent découper des bandes plus
faiblement différentielles. Effectuer les réactions de DD en duplicat permet de repérer les
différences reproductibles, ne dépendant pas de variations infimes lors des réactions de PCR
ou des pipetages, et, diminue drastiquement le taux de faux positifs. La reproductibilité¢ des
profils obtenus en duplicat est une indication rapide de la qualité de 1I’expérience.

Un autre facteur important est I’existence de contrdles internes a I’expérimentation.
L’induction effective de 1’expression de génes par un traitement doit étre effectivement
vérifiée indépendamment du DD sur une cible connue du traitement. Dans le profilage du
transcriptome des tumeurs, il importe d’avoir acces aux tissus normaux des mémes patients de
maniére a s’affranchir des variations individuelles, et, de constater parmi les séquences isolées
en DD la présence de genes précédemment associés au cancer.

Le design expérimental est crucial. Entre autres, il est essentiel de prévoir les
méthodes de validation (Northern blot, Hybridation In Situ), leur besoin en ARNm (utilisation
de techniques d’amplification des ARNms) et leur étendue (Reverse Northern blot en masse

ou gene individuel).

3. Une comparaison systématique de quelques techniques ouvertes

Wan et al. (Wan et al.,, 1996) ont effectué une comparaison précise des divers

systemes ouverts d’analyse du transcriptome en étudiant les génes induits par I’interféron
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gamma dans une lignée cellulaire. Ils ont comparé les techniques les plus communément
utilisées de Soustraction Electronique (Electronic Substraction, ES), d’Hybridation

Soustractive (Substractive Hybridization, SH) et de Differential Display (DD).

L’ES consiste a constituer des banques d’ADNc, a les séquencer et a comparer
I’abondance relative de chaque ADNc au sein des diverses banques par analyse informatique.
L’ES possede 1’avantage de produire des données informatiques réutilisables. Plusieurs
milliers d’ADNcs doivent étre séquencés et les transcrits les plus abondants sont
préférentiellement isolés. De plus, tous les ADNcs isolés ne correspondent pas a des
séquences altérées, entrainant une perte de détection de la majorité de la sous population des
ADNcs différentiellement exprimés. Pour détecter a un niveau de probabilité de 95% un
ARNm exprimé différentiellement par un facteur 3 fois a une prévalence de 1/20'000, il faut
assurer le séquencage d’environ 126’000 ADNcs dans chaque situation expérimentale. Pour
assurer une analyse quasi-exhaustive des ARNm (prévalence <1/70°000), un nombre de
clones supérieur a 441’000 doit étre s€quencé pour chaque situation expérimentale. Bien que
la méthode SAGE alléege le procédé en produisant de petits fragments concaténés,
séquencables en grand nombre par plasmide et réduisant le nombre de séquencages a
effectuer, les techniques de soustraction €lectronique requi€rent un nombre élevé de réactions

de séquencage.

L’hybridation soustractive (Substractive Hybridization, SH) élimine une grande partie
des efforts de séquengage en concentrant I’analyse sur la population des ADNcs spécifiques
d’une situation A contre une situation B, en ¢éliminant par hybridation en phase liquide des
séquences communes. L’ADNc de la situation testée, appelé « tester », est hybridé en exces
(> 20 fois) avec les ARNms du contrdle, appelé «driver ». Les duplex doubles brins
ADNc/ARNm sont ¢éliminés aprés hybridation par rétention sur des colonnes
d’hydroxyapatite ou par interaction biotine-streptavidine. La population de molécules simple
brin est alors utilisée pour la génération d’une sonde radioactive marquée qui servira a cribler
des banques d’ADNc, ou, pour la construction de banques de séquences soustraites. Au cours
de ce procédé de SH les séquences de membres de familles de geénes possédant une forte
homologie peuvent étre soustraites de maniere erronée par une séquence apparentée. Certains
genes surexprimés peuvent €tre perdus, cette technique détectant mieux les différences
qualitatives de type absence/présence des transcrits. Wan et ses collegues (Wan et al., 1996)

n’ont détecté qu’une sous population tres restreinte des séquences régulées par 1’interféron
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gamma, en accord avec les propriétés de cette technique dans la littérature. Une analyse de la
sensibilit¢ de la technique a toutefois démontré sa capacit¢ a isoler des ARNms
différentiellement exprimés a une faible prévalence comparée a I’ES. Cette propriété
particuliére s’est reflétée dans le faible recoupement entre les ADNcs isolés avec ces deux
techniques. L’isolement a de nombreuses reprises de mémes séquences (redondance) est bien
corrélé avec la qualité de la séquence en tant que vrai positif. Ce constat permet de cibler les
meilleurs clones, a valider par les techniques de validation consommant des quantités
importantes d’ARNm (Northern blot). Ainsi est il plus probable d’isoler par cette technique
des ADNcs exprimés de manic¢re abondante que des ADNcs exprimés a une faible prévalence,

qui restent néanmoins détectables.

Avec la technique du Differential Display (DD), on isole aussi bien les augmentations
que les diminutions d’expression et, dans une certaine mesure, on peut isoler des événements
d’épissage alternatif. La transition de la bande de DD sur gel a la séquence finale confirmée
pour son expression différentielle est assez longue et délicate. Certaines publications,
précédant celle de Wan et al. (Wan et al., 1996), avaient mis en doute la capacité du DD
d’isoler des séquences exprimées a faible niveau (Bertioli et al., 1995; Debouck, 1995 ). Du
fait d’une transcription inverse a partir de la queue poly-A, la séquence codante compléte est
rarement clonée, et, les séquences peuvent ne pas avoir d’homologie avec les séquences
connues, ¢tant dans la partie 3’ non traduite. Les principaux obstacles a la mise en oeuvre de
la technique de DD sont la longueur et le besoin en ARN des étapes de validation.

Wan (Wan et al., 1996) n’a trouvé que trés peu de génes isolés en commun entre le
DD et I’ES, et, entre le DD et la SH. Ces données indiquent que beaucoup de génes régulés
par I'IFN gamma restent a découvrir et que chaque technique a ses biais propres. En totale
opposition avec Bertioli et al., qui avaient mené une analyse sur des ARNms introduits de
manicre artificielle (« spiking ») dans des populations d’ARNm et conclut a une capacité du
DD a détecter uniquement les ARNms trés abondants (prévalence >1/100), et, en accord avec
ses principes, le DD est capable d’isoler des séquences correspondant a des transcrits
faiblement exprimés (prévalence moyenne 1/20°000 mais pouvant aller jusqu’a 1/200°000).
Cependant, certaines séquences abondamment exprimées détectées en SH et ES ne sont pas
identifiées en DD. Les clones identifiés en DD dépendent en effet avant tout de I’affinité des
amorces arbitraires utilisées pour la séquence, plus que de la prévalence du transcrit. Le DD
est donc une méthode de choix pour [I’identification de séquences différentiellement

exprimées demeurées inconnues a ce jour. Une redondance assez importante a été observée,
67



en rapport avec I’hybridation éventuelle d’une amorce avec plusieurs régions d’un méme
transcrit, ou, de plusieurs amorces sur différentes régions d’'un méme transcrit. Les
mésappariements au cours des premiers cycles de PCR peuvent également expliquer cette
redondance. Méme si les étapes de confirmation sont longues et contraignantes, un des
avantages du DD est I’utilisation possible de quelques microgrammes d’ARNs totaux contre
la méme quantité d’ARNs poly-A pour les autres techniques. L’usage de la PCR permet de
mener des études complétes avec des échantillons biologiques tels que les biopsies tumorales.
Wan et al. (Wan et al., 1996) conseillent I’usage du DD par rapport a I’ES et la SH du fait de
son moindre besoin en ARN (ARN totaux contre ARN poly-A), de sa capacité a isoler les
transcrits indépendamment de leur prévalence (du fait des propriétés intrinséques des amorces
arbitraires), de sa détection des ARN sur- et sous exprimés en une seule comparaison, du cott
limité des matériels nécessaires a sa mise en ceuvre, et, de 1’évaluation précoce, dés les gels de
DD, du succés de la procédure (on doit typiquement observer environ 5% de bandes
différentiellement exprimées). De plus, Wan et Al. (Wan et al., 1996), ont démontré un taux

de faux positifs moindre qu’avec les deux autres méthodes.

En résumant la littérature, il apparait que les diverses techniques ouvertes d’analyse du
transcriptome possédent leurs limites, leurs avantages et leurs biais propres.
L’expérimentateur doit sélectionner une des approches compatibles avec son étude, en
fonction de son design expérimental. S’ agissant des prélévements tumoraux des patients, nous
devons faire face a une quantité d’ARN trés faible. Nous tentons de plus d’isoler des acteurs
encore inconnus de la carcinogenése avec une couverture vaste des transcrits qu’ils soient
rares ou abondants. Nous effectuons des comparaisons multiples entre des tumeurs de stade
clinique divers et leurs tissus normaux correspondants. Les micro-arrays Affymetrix n’étaient
de plus que peu accessibles (cofit élevé et installation des infrastructures a I’'IGBMC un an
apres le début du projet DD) lors du début de notre étude. La technique du DD était donc la

plus adaptée a notre étude.

4. Modifications du DD et intégration de plateformes de validation

I1 est possible d’effectuer un séquencage direct des bandes ¢luées du gel de DD puis ré
amplifiées; les ADNcs étant simples brins dans le gel dénaturant et en faible quantité¢ (Buess
et al., 1997; Wang & Feuerstein, 1995). Toutefois, une bande de DD pouvant contenir
plusieurs ADNcs (Callard et al., 1994 ; Welsh et al., 1992) migrant a la méme position, une
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une étape de sous clonage est généralement nécessaire (Figlll.2). Dans I’optique des analyses
en masse, les progrés principaux ont porté sur 'utilisation combinée de la technique du
Reverse Northern Blot avec le DD (Wang & Feuerstein, 1995), et, le développement de
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Figure I11.2

a. Analyse en Reverse Northern blot

La construction de macro-arrays (Martin et al., 1998) ou de micro-arrays a été
rapidement combinée au DD de manicre a effectuer, avec une quantité limitée d’ARN, un

second criblage de validation sur I’ensemble des clones, exigé par le taux de faux positif
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associé a cette technique,. Cette analyse en masse peut étre combinée a la syntheése de sondes

complexes amplifiées (Poirier & Erlander, 1998).

b. Synthése de sondes

a. Sondes linéaires

La technique des ARNs amplifiés a permis d’obtenir une amplification linéaire des
ARNms par utilisation de la transcriptase inverse avec des d’amorces portant le site consensus
de I’enzyme T7 ARN polymérase et synthése in vitro d’ARN amplifi¢é (ARNa) a partir des
ADNCcs (Van Gelder et al., 1990). L’ ARNa peut étre a nouveau converti en ADNc radioactif,
résultant en une meilleure sensibilité, une meilleure stabilité de la sonde et un bruit de fond
plus réduit que pour les ARNa radioactifs (Poirier & Erlander, 1998). Dans certaines de ces
techniques, lors de la synthése du premier brin d’ADNc une boucle peut étre formée,
permettant la poursuite de la transcription inverse, sa propagation vers 1’amorce poly-dT et
I’intégration de la séquence complémentaire a I’amorce Poly —dT (Poirier et al., 1997). 1l est
alors possible de réaliser des cycles de PCR apres digestion de la boucle, en n’utilisant que
cette amorce ou une amorce spécifique correspondant a la partie 5’ (non poly-dT) de cette
amorce. A chaque cycle de PCR, la matrice simple brin est copié¢e. L’absence d’une deuxiéme
séquence sélectionnée par un seconde amorce empéche 1’amplification exponentielle,
traditionnellement obtenue en PCR. Affymetrix a poursuivi le développement de sondes

amplifiées linéairement pour 1’analyse de ces puces a ADN.

B. Sondes linéaires basées sur la technologie SMART

La technologie SMART (Figlll.3) permet en mettant a profit I’ajout de CCC par la
transcriptase inverse a 1’extrémité du simple brin d’ADNc de générer un second brin par
changement de brin de I’enzyme suite a 1I’ajout d’une amorce SMARTII portant une extrémité
GGG. Apres syntheése du deuxiéme brin une amorce unique, incorporée a 1’amorce poly dT et
a I’amorce SMARTII, permet de réaliser une amplification qui demeure linéaire dans les

limites de la phase exponentielle de PCR.
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v. Sondes complexes utilisant les amorces de DD

Un des problémes principaux du DD, est la vérification de I’expression de séquences
exprimées a trés faible nombre de copies. En effet, les capacités intrinseques des amorces
permettent d’isoler des clones correspondant a des transcrits rares. Les sondes complexes
traditionnellement synthétisées pour les arrays ne reproduisent pas ce phénoméne et les
transcrits rares représentent donc une trés faible fraction du marquage. De maniére a
reproduire la focalisation du marquage par affinité particuliere des amorces de DD, les
amorces de DD ont été utilisées pour synthétiser les sondes (Buess et al., 1997 ; Trenkle et al.,
1999). De cette maniere, méme si des phénoménes de compétition existent lors de la PCR, le
marquage est focalisé sur les séquences correspondant aux clones d’intérét isolés en DD.

Certains auteurs synthétisent une sonde complexe avec un mélange d’amorces
spécifiques des genes présents sur la membrane (Martin et al., 1997) de maniére similaire aux

sondes proposées dans le kit commercial Atlas (Clontech).
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Comme exposé plus loin nous avons testé et parfois combiné les divers types de
synthése de sondes existantes, de mani¢re a obtenir divers marquages avec divers biais
comme un biais sur les génes fortement exprimés avec des sondes « random priming » ou a

I’inverse, une focalisation du marquage sur les clones isolés en DD, exprimés a faible niveau.
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B. Résultats globaux du DD, face cachée et perspectives

Notre premicre publication établit une liste finale de clones différentiellement
exprimés, dans le cadre de I’utilisation d’un protocole de marquage focalis¢ (mélange
d’amorces HAP) sur les transcrits isolés dans notre étude. Cependant, avant de parvenir a
cette liste, de nombreuses adaptations techniques aux contraintes expérimentales ont été
testées au cours de la longue phase de validation secondaire du DD. Un grand nombre de
clones ont démontré une expression différentielle dans 1’une ou I’autre de ces conditions. De
plus, une analyse de genes individuels s’est faite par les techniques de Virtual Northern blot
(VN) et de Northern blot (NB) en tenant compte de 3 critéres : leur profil d’expression en
bande DD, leur expression différentielle lors d’au moins une étape de validation préliminaire
en Reverse Northern blot (RN) et le caractére de nouveauté de leur séquence. L’étude en DD
a généré bien plus de clones positifs que la seule liste présentée dans la premiére publication.
Toutefois tous les clones positifs n’ont pas été isolés avec le méme type de sondes ou n’ont
pas présenté une reproductibilité suffisante pour €tre inclus a cette publication ; sans doute du
fait existe-t-il des phénoménes de compétition entre les amorces lors de la synthése de la
sonde complexe « DD ». Un nombre important de genes validés sur les patients individuels
est encore en cours de la validation en masse avec d’autres types de sondes. Certains genes

favoris sont en cours de caractérisation fonctionnelle (Parties V a VII).

1. Premier criblage en Reverse Northern blot sur colonies bactériennes

La premiere méthode de validation en masse mise en oeuvre a €té une technique de
Reverse Northern blot sur colonies bactériennes. Apres un essai initial de dépot manuel sur
membrane, clone par clone (1¥ round de DD), les clones obtenus a I’issue du DD ont été
disposés dans des plaques de culture de 96 puits, et, ont ét¢ transférés a 1’aide d’un réplicateur
sur une membrane de nylon en contact avec du milieu LB agar ampicilline. Aprés une nuit de
culture, les colonies bactériennes ont été lysées et ’ADN a été fixé a la membrane a 1’aide de
solutions dénaturantes et fixatrices, a I’issue d’une étape de fixation aux UV. Ces blots
d’ADN ont été utilisés pour effectuer des hybridations en Reverse Northern Blot dont le but
principal est de vérifier le sous clonage des séquences expliquant le profil des bandes

d'intérét. Toutefois, il existe un risque d’hybridation croisée avec I’ADN bactérien et la forme
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des colonies n’est pas toujours identique, rendant toute quantification difficile. L’appréciation

des différences doit étre visuelle (Figlll.4).

sonde: Tumeur sonde: Normal
A 0 " ale e ".' m A
B '] " & 8 = i w & # & |8 @ B
c c
& & B & = s @ B F B w|E B & B8 ™

D D
L () . a B = w - JORIIE R N
F & &\ #le @& » #|® s a4 | -5% 5 8 an @ LI >
G ® @ = \ N / 'R " G

) " L& @ oW

1 2 34 5\§/f/8 9 10 11 12 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12

Exemple :

Reverse Northern blot sur pousses bactériennes

Figure I11.4

Sur les membranes constituées par des colonies bactériennes, nous avons effectué un
premier criblage avec deux types de sondes. Une sélection de clones positifs au cours de ce
criblage a été utilisée pour validation en Northern blot. La vérification des profils différentiels

nous a confirmé la validité de notre méthodologie.

a. Sondes linéaires

Nous avons réalis¢é des hybridations avec une sonde linéaire correspondant aux
¢échantillons E et le pool de tissus normaux correspondants NE (n=3). Ces sondes produisent
un signal plus faible et permettent le marquage d’une fraction des clones, sans doute
correspondant aux ARNms exprimés a un niveau ¢levé.

L’analyse des divers pools {E (Early), S (Stable), U (Unstable)}, des patients
individuels intégrés a ces pools et de patients supplémentaires est en cours d’analyse par une
technique de Reverse Northern blot haute densité, avec des sondes linéaires de patients
individuels (mises au point chez ExonHit Therapeutics d’aprés le protocole utilisé pour notre
synthése de sondes linéaires). L’analyse du premier round de DD par cette technique durant
les phases initiales de I’étude avait démontré une expression différentielle de 17% de nos

clones entre tissu normal et tissu tumoral pour chacun des 7 patients testés individuellement.
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Si on considere les différences d’expression retrouvées chez au moins 3 patients, 37% de nos

clones étaient confirmés par cette méthode.

b. Sondes de type DD

Nous avons également utilisé les sondes SMART-DD, mettant en jeu le marquage de
produit de SMART par I’ensemble des amorces de chaque expérimentateur (14 amorces) pour
un pool des tissus tumoraux T contre le pool des tissus normaux correspondants N, attendu
qu’environ 80% des bandes sur gel de DD présentaient des différences d’expression

transversales qu’il s’agisse des groupes T ou N.

c. Résultat global du premier criblage

A partir de 1°750 bandes, 14’000 clones ont été¢ analysés. Environ 2°900 clones,
présentant une expression différentielle avec I’un ou ’autre type de sondes, ont été séquencés.
IIs correspondent a environ 900 séquences uniques (Figlll.5, premier criblage). Le Dr Young
et moi méme avons chacun effectu¢ 3 cycles de DD pour 14 amorces HAP. Christine
Wasylyk, Anne Cromer et Chunhua Zhao ont effectué¢ un des 3 cycles de DD sur 14 amorces
supplémentaires. 3 cycles de DD ont été effectués par divers expérimentateurs pour 16
amorces au Centre Paul Strauss. J’ai personnellement découpé 597 bandes (environ 1/3 de
I’ensemble de 1’étude IGBMC et CPS réunis) en DD qui ont produit environ 240 séquences

uniques apres le premier criblage en RN.

2. Seconde série de criblages en RN sur fragments de PCR

Apres avoir effectué un premier criblage complet sur colonies bactériennes, nous
avons entrepris un second criblage de validation par Reverse Northern blot sur fragment de
PCR. Ces fragments sont déposés sur les membranes de nylon par un systéme d’aspiration par
pompe a vide adaptée a la plaque 96 puits. La surface des puits est toujours identique et le
dépot est uniforme. Le bruit de fond est plus faible, du fait de I’absence de contaminants
potentiels d’origine bactérienne et des séquences du vecteur de clonage, ne correspondant pas
a I’insert. Une quantification des résultats est alors possible. L aspect de quelques spots de ces

Reverse Northern blots, mieux définis, est présenté dans notre publication.
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a. Choix des sondes

Lors de la mise au point de la production des diverses sondes, j’ai exploré de
nombreuses méthodes :

- Sondes par marquage direct de I’ADNc¢ par random priming:

Ce type de marquage ne permet la détection que d’un nombre trés restreint de clones,
correspondant a priori aux genes exprimés a un fort niveau. Le méme type de marquage avec
de I’ADNc amplifié¢ par la méthode SMART n’améliore que peu la détection des clones. Le
probléme majeur de cette technique est la dilution du marquage sur I’ensemble des transcrits,
dont seulement une faible fraction correspond aux clones disposés sur la membrane. De plus,
le marquage n’est pas concentré sur I’extrémité 3’ des ARNms. Or les séquences isolées en
DD présentent généralement une taille située entre 50 et 600 paires de bases a partir de la

queue poly-A des ARNms.

- Sondes linéaires :

J’ai tenté, au cours de ce second criblage, de synthétiser des sondes pour les pool NM
et M de fagon a pouvoir analyser I’ensemble des pools avec les sondes lin€aires E, NE, S, et
U. La réaction de transcription inverse a ¢té effectuée a partir de 200ng d’ARN. Toutefois je
n’ai pas obtenu un «smear » de bonne qualité lors de la premicre série d’amplifications
linéaires. En ajoutant une série de cycles de PCR linéaire, j’ai pu détecter I’amplification de
transcrits. A I’issue d’un troisieme cycle de ré amplification, j’ai obtenu un « smear » large,
correspondant a 1’amplification d’une large collection d’ADNcs de taille variable.
L’utilisation de ces stocks amplifiés suivis d’un marquage par random priming sur une
premicre série de clones n’a entrainé le marquage que d’un seul clone, non différentiel entre
les pools S et U. Ce clone contient peut étre une séquence complémentaire de 1’amorce
utilisée pour les ré amplifications ou correspond peut €tre a une séquence extrémement
abondante. Dans le cadre de 1’étude de la valeur pronostique de nos clones, la synthése de
sondes linéaires pour 50 patients en triplicats a été réalisée par ExonHit Therapeutics, tout
comme le dépdt robotisé des fragments de PCR sur membrane haute densité. Les hybridations
ont ¢té réalisées et sont actuellement en cours d’analyse au Centre Paul Strauss. Au niveau de
notre groupe, la priorité¢ a ét¢ donnée aux sondes de type DD sur les pools T et N, en vue

d’une premicre publication.

- Sondes de type DD:
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Pour toutes ces sondes le marquage est assuré par une PCR mettant en jeu les amorces
utilisées en DD, de fagon a focaliser le marquage sur les clones d’intérét isolés par cette
technique. Cette sonde biaisée posséde un biais « positif », qui nous permet de détecter les
clones exprimés a faible niveau. La plupart des tests effectués sont de type tumeur contre
normal du fait de la prépondérance de ce type de différences.

Un nombre assez important de clones n’est pas détecté de maniére systématique avec
ces sondes, dont des clones pourtant validés sur VN ou Northern blot; ce résultat peut
traduire des phénomenes de compétition entre les amorces, introduisant une absence de
marquage de certains transcrits exprimés a faible niveau lors de étapes initiales de la PCR.
Les différences, lorsqu’elles sont détectables, vont cependant généralement dans le méme
sens. La compétition entre amorces s’exprime peut étre par le fait que les divers
expérimentateurs, utilisant des lots d’amorces différents, ont connu un succes variable lors de
cette étape de validation. Les clones les plus fortement différentiels comme LPRP sont
systématiquement isolés, tandis que les différences plus subtiles ne sont pas aussi
reproductibles. Pour le premier criblage, tous les clones ont été hybridés au moins 2 fois avec

la sonde DD « standard » décrite dans notre publication.

Jai testé¢ des sondes T/N de type DD, amplifiées pendant seulement 15 cycles de
PCR-DD contre 30 en conditions standards, dans le but d’analyser une éventuelle distorsion
introduite par les cycles de PCR-DD. Ces sondes sont en fait beaucoup plus faiblement
marquées que les sondes standard, et n’apparaissent pas assez sensibles pour effectuer une
bonne analyse.

Apres avoir effectué une validation T/N des clones de DD, une tentative d’analyse au
niveau des pools, E, S, U et le pool N avec les sondes DD standard a ét¢ menée. Quelques
clones comme XL3b.6 (secreted frizzled related protein 1), ont produit des signaux
différentiels avec ces sondes, mais certaines différences attendues d’aprés les VN et les
Northern blots n’ont pas été systématiquement retrouvées. Les bandes spécifiques d’un pool
tumoral correspondent a une fraction plus réduite des genes, a des différences plus subtiles

que les différences T/N. Leur perte par cette technique de validation est importante.

b. Utilisation de sondes DD de moindre complexité
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Le taux de validation variable des clones par la sonde DD standard, complexe du fait
de I'utilisation de 14 amorces simultanément, nous a amen¢ a tester I’effet de la réduction du
nombre d’amorces sur la sensibilit¢ des sondes. Le probléme majeur d’une sonde de
complexité réduite, synthétisée a partir d’'un nombre restreint d’amorces, est la restriction de
son utilisation aux clones de DD isolés avec les amorces concernées.

J’ai effectué un test de sondes T/N synthétisées avec chacune des 3 fractions de mes
14 amorces totales sur un seul cycle (I HT11). Les sondes générées par fractionnement des
amorces HAP ont présenté un plus fort marquage et ont permis de détecter des différences
concordant avec le profil DD, perdues avec la sonde DD standard. Certains clones ont
également ¢ét¢é marqués de manicre inattendue, sans doute du fait de phénoménes
d’amplifications entre amorces générant une amplification de fragments plus complexe que la
réaction de DD. Il s’agit d’une focalisation relative. De son co6té, Anne Cromer, dont le lot
d’amorces semble étre victime d’une forte compétition entre les amorces HAP, a constaté que
I’analyse amorce par amorce améliorait la confirmation de ses clones. Sur ces bases, un
second criblage avec une sonde DD amorce spécifique a été décidé de facon a assurer la
meilleure exhaustivité possible de la collection de clones isolés, dans la perspective de la
construction d’un outil prédictif. Dans ces conditions, on reproduit en fait les conditions du

DD et on s’assure du clonage des fragments expliquant le profil observé sur gel.

Ceci a impliqué le regroupement de tous les clones issus de bandes isolées avec
chacune des amorces HAP, de facon a limiter le nombre de tubes a hybridation et la quantité
de sonde a synthétiser. Tous ces tests secondaires ont été réalisés sur des macro-arrays de
fragments de PCR. Il a donc fallu réorganiser un nombre trés important de plaques
bactériennes en plaques de dilution spécifiques de chaque amorce HAP, pour chacun des
cycles de DD. Les clones du 1% cycle ont di étre réorganisés par amorce HAP, aprés avoir
déja été réorganisés en plaques 96 puits par leur ordre chronologique de clonage pour les

divers tests sur fragments de PCR a I’issue du criblage initial.

Apres ce second criblage amorce par amorce, les clones positifs ont été rassemblés sur
de nouvelles plaques 96 puits. Les membranes correspondantes ont été analysées de nouveau
avec la sonde DD standard plusieurs fois. Le «bruit de fond » des clones n’étant pas
détectables avec une sonde complexe a ét¢ éliminé. Les clones ayant présenté une expression

différentielle avec I’une ou I’autre sonde ont été inclus dans une collection de clones positifs.

78



A T’issue de ce second criblage, nous avons isolé¢ 1’400 séquences apparemment uniques,
quelques clones ne devant étre séquencés qu’en cas de la démonstration de leur valeur
pronostique.

Outre la confirmation de nombreux clones déja sélectionnés lors du premier criblage,
ce second criblage m’a personnellement amené a isoler 356 clones supplémentaires dont 207
ont présenté un profil différentiel avec les sondes DD standard et ont ét¢ inclus dans nos
macro-arrays finaux. Pour ma part, le second criblage a apporté un élargissement de ma
collection de geénes et 1’isolement de genes contrdles comme EGRI1 non détectés lors du
premier criblage. Parmi les 207 clones différentiels avec les sondes standard DD, les 100
clones les plus différentiels ont été séquencés et identifiés par Blast. Ont ainsi été isolées 27
séquences inconnues uniques, et 36 geénes connus uniques. Dix sept de ces geénes connus
avaient déja été isolés lors du premier criblage, et, 19 génes connus supplémentaires ont été
isolés. Ce second criblage a donc permis de confirmer de nombreuses séquences du premier
criblage (méme clone non repiqué des plaques de glycérol lors de cette seconde analyse ou
clone différent, contenant une séquence identique), et de compléter notre collection de

signatures des cancers VADS.

3. Etablissement d’arrays finaux pour la premiére publication

Seuls les clones les plus fortement différentiels ont été séquencés, de maniére a
¢liminer la redondance sur des macro-arrays finaux. Ces puces rassemblent ultimement les
clones positifs uniques de chaque expérimentateur révélés par sondes complexes.

Ces macro-arrays finaux ont ét¢ hybridé de multiples fois et quantifiés. Seuls les
clones présentant une différence d’expression supérieure a 2 fois, retrouvés de manicre
reproductible ont ¢été sélectionnés comme différentiels. La liste des 70 génes
différentiellement exprimés est présentée dans notre publication.

J’ai tenté de détecter les clones d’intérét pronostique sur ces arrays finaux avec des
sondes DD issues des pools S et U. Cependant les clones isolés sur ces macro-arrays finaux
ont été sélectionnés pour leur différence entre T et N. Les différences plus subtiles entre pools
tumoraux sont fortement contre sélectionnées par cette approche. Peu de différences S/U ont
¢été obtenues et I’analyse pronostique sera menée par une autre méthode d’array haute densité

avec des sondes linéaires issues de 50 patients en triplicat.
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Etapes multiples de validation en Reverse Northern blot

Figure IIL.5

4. Validation de géenes individuels

Parall¢lement a la validation secondaire en masse des clones (RN), les clones positifs
avec au moins 'un des types de sondes ont été séquencés. Les séquences-inserts DD
correspondant a des séquences inconnues ou a des génes inconnus dans les cancers VADS ont
¢été analysés individuellement par les techniques de Virtual Northern blot et/ou de Northern

blot dont quelques exemples sont présentés (Fig I11.6).

a. Validation par la technique de Northern blot

La validation par la technique de Northern blot constitue la preuve la plus directe de
I’expression différentielle d’un ARNm. En outre, les tissus des patients testés sont différents

de ceux utilisés lors du protocole de DD.
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Trente quatre candidats « favoris » ont été testés par Northern Blot au Centre Paul
Strauss. L’expression différentielle de 22 clones a été confirmée. Huit clones présentent une
forte différence d’expression. Quatorze clones ont montré une surexpression dans les tissus
tumoraux et 8 clones ont montré une sous expression dans les tissus tumoraux. Pour 11
clones, aucun signal n’a pu étre détecté. Ces derniers clones peuvent étre des artefacts issus du
DD. Des artefacts, faux positifs de DD, devraient cependant générer un signal bien que non
différentiel au travers des divers échantillons. Le fait qu’aucun signal ne puisse étre détecté
peut signifier que nous avons isolé des ARN exprimés a trés faible niveau, indétectables en
Northern Blot. Un certain nombre de candidats ont été testés au Centre Paul Strauss en RT-
PCR quantitative pour notre premiere publication et les clones ne donnant pas de signal en
Northern Blot, représentant une valeur pronostique potentielle seront testés. Quelques clones
validés en Northern Blot pourraient étre utiles pour I’évaluation du pronostique, en dépit du
faible nombre de patients testés. Certains candidats sont des geénes connus, parfois déja

associés au potentiel métastatique.

b. Validation par la technique de Virtual Northern Blot

La technique des « Virtual Northern blot» {VN, (Franz et al., 1999a)} est une
technique similaire au Northern blot qui au lieu d’une quantité¢ importante d’ARN déposée sur
une membrane, utilise des ADNcs amplifiés synthétisés a partir d’'une moindre quantité
d’ARN initial. En effet, la quantité¢ d’ARN nécessaire a la fabrication d’un Northern permet la
fabrication d’environ 150 membranes de Virtual Northern blot, grace a [’amplification
linéaire en phase exponentielle de PCR des ADNcs par la méthode SMART (Endege et al.,
1999 ; Matz et al., 1999 ; Zhu et al., 2001; Zhumabayeva et al., 2001). Apres constitution des
membranes au Centre Paul Strauss, cette méthode nous a donc permis d’effectuer une
validation secondaire pour un grand nombre de génes, en respectant les contraintes en ARN
propres au design expérimental. Nous avons vérifié¢ la validité de cette méthode en comparant
le profil en Northern blot et en Virtual Northern blot de plusieurs clones (LPRP, SOD2,
CSRP2). Nous avons trouvé une bonne corrélation entre ces deux méthodes comme I’attestent
certains clones (DRG1, PIGR, LPRP) présentés dans notre publication. Un autre intérét de la
technique de VN est d’autoriser I’analyse du profil d’expression au niveau des patients utilisés

pour la constitution des pools de DD.
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Les candidats par lesquels nous sommes particuliérement intéressés sont les protéines
membranaires et les protéines sécrétées (application diagnostique et accessibilité), les
enzymes (synthése d’inhibiteurs), les facteurs de transcription, ainsi que les clones de fonction
inconnue. Nous avons pu grace a cette technique VN analyser I’expression d’environ 260
genes. Cent quarante trois des genes testés ont généré un signal sur VN, montrant pour 131
d’entre eux un profil différentiel. Quatre vingt clones ont montré une surexpression dans les
tissus tumoraux, et, 28 candidats ont potentiellement un profil d’expression spécifique d’un
type tumoral particulier. Soixante douze clones ont montré une répression dans les tissus
tumoraux.

J’ai personnellement testé 96 clones en VN et obtenu la confirmation d’une expression
différentielle pour 73 candidats. J’ai obtenu le plus fréquemment des répressions dans les
tissus tumoraux, mais aussi des surexpressions dans tous les tissus tumoraux. J’ai
préférentiellement testé des clones surexprimés dans les tumeurs de mauvais pronostique.
Cinquante trois clones montrent la présence d’au moins une bande surexprimée dans un tissu
tumoral. Parmi ces clones, 30 présentent une surexpression nette dans la majorité des tumeurs.
Vingt clones présentent une surexpression dans les tumeurs Unstable (ou «Early et
Unstable ») mais pas dans les tumeurs Stable, et fournissent donc un critére potentiel de
distinction de ces deux types de tumeurs. L’expression est généralement faible et la validation
de la valeur pronostique doit étre poursuivie par d’autres techniques, sur une collection plus
importante de patients. Trente cinq clones montrent une répression dans les tissus tumoraux
uniquement. Dans un nombre significatif de cas (30 % dans mon cas, 56 % des cas de maniere
globale), aucun signal n’est obtenu. Comme pour la technique de Northern Blot, il peut s’agir
de faux positifs de DD, mais également d’un probléme de sensibilit¢ de la technique. Il est
également possible que lors de la réaction de reverse transcription initiale du procédé
SMART, certains ARNSs rares aient été perdus. La technique de RT-PCR semi quantitative
peut s’appliquer a certains de ces candidats de profil prédictif et de fonction particulierement
intéressante.

Il faut noter que les hybridations sur Virtual Northern Blot présentent fréquemment
des bandes multiples ou des profils complexes. On trouve assez souvent plusieurs bandes
réprimées dans tous les tissus tumoraux, et, une ou plusieurs bandes de taille différente,
correspondant au profil attendu, surexprimées dans les tissus tumoraux (« Unstable » ou
« Unstable et Early »). Un autre profil fréquemment obtenu correspond a la détection d’une
bande unique réprimée dans tous les tissus tumoraux sauf dans le cas d’au moins un patient

Unstable pour lequel I’expression du tissu tumoral est supérieure a celle du tissu normal.
82



Article British Journal of Cancer

Northern blot: DRG1, APOL2°, PIGR* , LPRP* (4/4)

VN : HSPCB®, TRAL, PIGR, LPRP* (4/6)

RT-PCR : DRG1, APOL2°, HSCP150, RP1-68D18, PIGR*

VN/NB positifs présentés dans cette thése (clones favoris)
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Exemples de Virtual Northern/Northern Blots différentiels

issus de ma liste ou testés par mes soins parmi la liste de Christine Wasylyk (°); anciens clones
favoris, clonés et analysés dans des lignées VADS(*); les échantillons correspondant a un méme
patient sont regroupés sous une barre (T tumeur, G ganglion lymphatique, N tissu normal).

Figure II1.6
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Quelques clones ont été séquencés en dépit d’un profil sur Reverse Northern Blot sur
colonies inversé par rapport au profil en Differential Display, en raison de I’importance de la
différence observée. Ces clones ont donné le méme profil en Virtual Northern Blot qu’en
Reverse Northern Blot, ou un profil hybride avec bandes multiples, pouvant expliquer les
profils détectés auparavant.

Les Virtual Northern blots, produits par le Centre Paul Strauss, ont été calibrés par
rapport au gene RPLPO (anciennement appelé 36b4), et, pour normaliser par rapport a ce gene
les tissus normaux ont subi un nombre supérieur de cycles de PCR que les tissus tumoraux
correspondants. Il est possible que le geéene RPLPO ne représente pas fidélement le
comportement de 1’ensemble des geénes et que ce nombre supérieur de cycles de PCR (en
phase exponentielle) dans les tissus normaux explique une surreprésentation de bandes
supplémentaires dans les échantillons normaux par rapport aux profils attendus. Ces bandes
supplémentaires peuvent également s’expliquer par une plus grande sensibilité du Virtual
Northern Blot par rapport au Northern Blot, le matériel ayant été amplifié. Cette plus grande
sensibilité pourrait mettre en évidence les transcrits rares issus de 1’épissage alternatif ou
encore produire des signaux correspondant a des geénes apparentés au géne teste.

Pour les candidats présentant un intérét pronostic potentiel, je n’ai a ce jour isolé qu’un clone
surexprimé dans tous les trois échantillons U présents sur la membrane (B14.4 décrit plus
bas). Cela est cohérent avec le fait que méme les meilleurs marqueurs de la carcinogenese
actuellement disponibles ne sont pas présents dans 100% des patients. Cela pose un probléme
pour la validation en Northern blot des marqueurs pronostiques potentiels, puisqu’une
membrane ne comprend que rarement plus d’un ou deux patients de type U. Si notre
marqueur n’est exprimé que chez 30% des patients, il est probable que sa valeur pronostique
intérét ne sera pas confirmée sur un premier Northern Blot de validation. Il est alors
nécessaire de tester un nombre significatif (n=30) de patients par la technique de PCR

quantitative en temps réel.

5. Analyse de I’expression de la collection de génes DD dans 15 lignées
cellulaires VADS

Des micro-arrays sur lame de verre des fragments de PCR correspondant aux clones
isolés en DD ont été constitués par le service commun de micro-array de I’IGBMC (Bernard

Jost). Les contraintes de 1’époque, en terme de quantité d’ARN nécessaires a 1’utilisation de
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ce type de puces, ne nous ont pas permis de réaliser une validation du DD avec des
¢chantillons tumoraux. Le Dr Julia Young a donc assuré une analyse de ces puces avec les
ARN extraits de 15 lignées cellulaires VADS.

Aprés analyse statistique préliminaire, nous avons obtenu un clustering des
kératinocytes primaires HEK-a et des lignées spontanément transformées d’une part, et, des
lignées tumorales, d’autre part. Cependant seulement un groupe trés restreint de 7 geénes est
responsable de ce clustering. Pour ma part, ces hybridations ont démontré une expression tres
forte (51 fois et 31 fois en expérimentation flip/flop par rapport & un pool contréle de toutes
les lignées analysées) du clone SMAP31/HOP, un de mes genes favoris, dans les
kératinocytes primaires HEK-a. Ces cellules, au potentiel prolifératif limité et nécessitant de
nombreux facteurs de croissance, ne constituent pas le modéle adapté pour une étude
fonctionnelle. J’ai rapidement analysé¢ ces hybridations lorsque le Dr Young a quitté le projet.
Le faible nombre de génes associés au clustering obtenu, 1’absence de distinction entre lignées
cellulaires d’agressivité différente parmi les lignées tumorales, et, ’absence de distinction
entre les lignées d’origine différente dans la sphére ORL ne nous ont pas incité a poursuivre

plus loin I’analyse de ces hybridations.

6. Analyse de la valeur pronostique : macroarray haute densité

De facon a analyser la valeur pronostique de notre collection de genes, nous avons
projeté une analyse en triplicat sur 50 patients atteints de cancers de I’hypopharynx. Nous
avons ré-amplifié les fragments de PCR correspondant aux 1°200 clones uniques présentant
I’expression la plus différentielle en reverse Northern blot et ExonHit Therapeutics a généré
avec ces fragments 200 copies de 2 membranes de nylon déposées par robot (S1 et S2). Ces
membranes ont ét¢ hybridées au Centre Paul Strauss en triplicat avec des sondes linéaires
issues des 50 patients dans le but de valider la valeur pronostique éventuelle de certains clones
issus de DD. L’analyse de ces hybridations est en cours au Centre Paul Strauss.

A terme, la combinaison des clones informatifs issus de DD et de I’analyse Affymetrix
pourrait déboucher sur la constitution d’un macro-array ou d’un micro-array spécifique des
cancers VADS, et plus particulierement de I’hypopharynx. Cette membrane pourrait

permettre d’évaluer le pronostique.
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L’analyse de ces hybridations, réalisées par Régine Millon au Centre Paul Strauss, est
en cours. Sur chacune des 2 membranes S1 et S2, 716 clones et 52 contrdles ont été disposés
en double sur les 1536 spots disponibles. Un total de 1432 clones a pu étre analysé.

Des sondes linéaires ont ét¢ synthétisées en triplicats indépendants pour chaque échantillon.
Trente échantillons tumoraux (9 E, 10 S, 11 U) et 30 échantillons normaux (6 NE, 6 NS, 5
NU, 3 N macro disséqués) ont a ce jour été examinés.

La reproductibilité des doublets est bonne puisque 85% d’entre eux présentent une variation
de moins de 10%, et seulement 2% présentent des variations d’expression supérieures a 25%.
Comme pouvait le laisser craindre I’usage d’une sonde linéaire, le probléme principal de cette
¢tude est un faible signal d’hybridation. Trois pourcent des clones présentent un niveau élevé
d’expression, 20% présentent un niveau moyen d’expression et 77% des clones présentent un
niveau d’expression trés faible, délicat a analyser. Cette répartition du signal est quasiment
superposable aux proportions relatives décrites dans la littérature des ARNm exprimés a haut,
moyen et faible niveau (quelques copies/cellules) dans la cellule. En effet, 86% des transcrits
sont exprimés a moins de 5 copies par cellule, et, ne représentent que 25% de la masse totale
des ARNms de la cellule (Bishop et al., 1974; Zhang et al., 1997 ). Ceci semble confirmer que
le DD assure bien une analyse du transcriptome de maniere relativement indépendante du
niveau absolu d’expression des transcrits.

Les résultats sont en cours d’analyse avec la technique SAM (Statistical Analysis of
Microarray), le test paramétrique de Wilcoxon-adapté a 1’analyse des geénes faiblement
exprimés-, ainsi qu’avec un seuil minimum d’expression différentielle de 1,5 fois. Les
analyses T/N semblent permettre 1’identification de 172 génes par la méthode SAM, réduits a
107 genes apres application du test de Wilcoxon, puis réduits a 47 genes (5 surexprimés dans
les tumeurs et 42 sous exprimés dans les tumeurs) apres application du seuil minimum. Un
premier essai de clustering avec les génes sélectionné par la méthode SAM indique que ces
172 genes pourraient contribuer a la distinction des tissus normaux et tumoraux. Les résultats
sont trés préliminaires mais il semble qu’environ 18 génes pourraient étre prédictifs du type
tumoral. Etant donné la faiblesse des signaux observés, 1’utilisation de RT-PCR quantitative a
large échelle est envisagée sur les clones permettant un clustering des échantillons ou
possédant une valeur pronostique potentielle.

La force du Differential Display, sa capacité a détecter les transcrits différentiellement
exprimés indépendamment de leur niveau absolu d’expression, est aussi sa grande faiblesse
dans le contexte d’une validation en masse des clones, car les sondes complexes disponibles a

I’heure actuelle ne sont en général pas assez sensibles. L utilisation de techniques en cours de
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développement, comme les oligodendrimeres, pourrait lever cette limite. Une alternative
pourrait consister a tester les clones (ou une sélection de clones) par PCR quantitative en

temps réel en plaques 96 puits.

7. Test fonctionnel en masse :

A I’issue du premier criblage sur bactéries de nos trois cycles de DD, nous avons ré-
amplifié I’ensemble de nos clones et ExonHit Therapeutics a cloné ’ensemble de ces
fragments dans un vecteur d’expression rétroviral pour effectuer des tests fonctionnels en
masse (Shotgun functional test), de type test de résistance a 1’apoptose. Malheureusement
cette approche n’a pas donné de résultats concluants du fait d’une forte recombinaison du
vecteur, impliquant un bruit de fond ¢élevé dans les tests.

A partir de ce constat, nous avons favorisé I’analyse de geénes candidats sur une base

individuelle.
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C. Base de données : collection DD dans toute son étendue

Notre étude du transcriptome des tumeurs VADS, tant en DD qu’avec la technologie
Affymetrix, a généré un grand nombre de clones et de séquences. L’analyse de ces séquences
doit étre gérée rationnellement et organisée au sein de bases de données informatiques.

Apres collecte des séquences isolées par chaque expérimentateur, la constitution d’une
base de données a ¢€té initiée sous environnement Windows dans Microsoft Access par Carole
KNIBBE, étudiante de I'INSA de Lyon. Les données ont ensuite ¢t¢ transférées sous
environnement Unix, permettant la mise en oeuvre de recherches automatiques sur des bases
de données locales mises a jour sur les bases de données publiques. La base de données et les
outils regroupés au sein du programme Gscope, forment 1’outil TRANSAT (Transcriptome
Analysis Tool), développé par Annaick CARLES et Raymond RIPP au sein de I’équipe
d’Olivier POCH. Cet outil informatique intégre des recherches de localisation sur le génome,
d’existence d’ARNm, d’EST et de protéine prédite. Enfin, la classification par geneOntology
-permettant une analyse rapide des caractéristiques fonctionnelles potentielles des séquences-

a été implémentée.
1. Identification des séquences

La localisation des séquences sur le génome a été déterminée d’apres leur homologie
avec les contigs. L’existence de séquences EST homologue, ou méme d’ARNm complets, a
été analysée. Au niveau fonctionnel, I’existence d’une protéine, et, éventuellement d’une
fonction associée, a ¢té recherchée de maniere automatique (Fig I11.7).

Une absence de localisation chromosomique pour une séquence de la base de données
peut traduire plusieurs situations ; 1’existence de plusieurs localisations possibles (familles de
genes, duplications géniques, présence de séquences répétées, domaines conservés, etc..) ; un
score d’homologie faible (séquence courte) ; 1’absence de localisation dans le génome au
moment de I’analyse (artefact de recombinaison au sein de E Coli, zone mal séquencée ou ré-
assemblée du génome, géne amplifi¢ a partir d’un germe présent dans ou aux environs de la
biopsie, séquences répétées masquées, etc...) ; un géne inconnu.

Une faible proportion des genes isolés, soit 2%, correspond a des séquences totalement
inconnues, soit complétement nouvelles, soit artéfactuelles. Pour 43% des geénes isolés, un

EST existe confirmant leur expression dans les tissus humains tandis que 55% des génes
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isolés correspondent a une protéine prédite possédant de 1’homologie avec une protéine

présente dans les bases de données, comme illustré sur le schéma suivant (Figure I11.7).

2899 séquences

- séquence identique
- séquences recouvrantes

redondance - méme ARNm
1 30 séquences
217 séquences X Non localisées
o Localisées x Pas d ’ESTs
Pas de protéine 204 X Rien dans Genbank
\ ESTs
. Fonction inconnue 43% 711 séquences
372 séquences ' 55% A Locarl'isées
X Non localisées 1370 clusters v Protéine
X Pas de protéine (séquences uniques) 40 séquences
 ESTs X Non localisées
s Fonction inconnue \, Protéine

Analyse de la collection DD par Transat
Figure II1.7

2. Confirmation du taux de couverture du génome

~12600 genes A ffymetrix

1516 geénes
Non sélectionnés

sélectionnés en DD

Environ 1/3 des génes DD sont représentés sur les puces a ADN Affymetryx
représentant une couverture d 'environ 1/3 du génome.

Relation entre séquences analysées en Affymetryx eten DD (global)

Figure II1.8
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Notre étude en DD couvrant théoriquement plus de 90% du génome et les puces
Affymetrix de 12’000 génes couvrant environ 1/3 du génome, nous avons analysé la
représentation de nos séquences DD sélectionnées comme différentiellement exprimées dans
la collection Affymetrix (FiglIl.8). Avec un ajout au sein de la base de données générale
« DD » d’environ 140 séquences, issues d’une analyse préliminaire en DD de la
chimiorésistance dans les tumeurs VADS (Dr Senghua Hao), nous avons constaté que 37% de
nos séquences DD étaient représentées sur la puce Affymetrix. Cette proportion semble

confirmer le taux de couverture du génome important de notre étude en DD.

3. Localisation chromosomique

Locslicafionl ype Funciion

Localisation sur le génome et existence d’ARNm dans les bases de données
publiques

Figure I111.9

Quarante cinq pourcent des genes sont localisés de maniére non équivoque sur le
génome. Trente cing pourcent des genes ne sont pas localisés sur le génome, peut étre en
relation avec une faible taille pour une certaine proportion des clones (12% des clones ne
correspondent pas & un ARNm mais présentent aprés €¢limination des amorces HAP et des

séquences répétées une séquence spécifique de moins de 20 paires de bases). Trente neuf
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pourcent des geénes sont associés de maniere non équivoque a des ARNm annotés dans les
bases de données. Le reste des clones n’est pas associ¢ a des ARNm mais parfois a des EST
ou des protéines dans les bases de données. Le clonage des séquences DD a partir de la queue
poly-A peut contribuer a expliquer le manque d’identification d’une fraction des clones
(FiglIL.9). Bien sur, nous espérons qu’une fraction de ces clones peu identifiés correspond

effectivement a des génes demeurés inconnus.

4. Proportion des différents profils d’expression aprés validation en Reverse
Northern blot

L’analyse du profil d’expression des séquences nous apprend que 48% et 45% d’entre
elles correspondent a des bandes respectivement surexprimées et sous exprimées dans
I’ensemble des groupes de tumeurs, tandis que seulement 7% des séquences, sélectionnées
comme différentielles avec au moins une sonde, correspondent a des bandes de profil
d’expression complexe entre les divers groupes tumoraux. On observe donc, entre la
représentation des profils complexes au niveau des bandes DD (19% des bandes DD) et la
proportion finale des clones sélectionnés, une perte relative de ces séquences de profil
complexe. Ce fait peut étre expliqué par plusieurs facteurs. Les sondes les plus fréquemment
utilisées lors des criblages en RN ont été synthétisées a partir de pools T et de pool N,
contenant tous les tissus tumoraux et tous les tissus normaux. Les différences transversales
entre tous les types tumoraux ne sont pas altérées tandis que les surexpressions complexes,
spécifiques d’un ou deux groupes tumoraux, sont diluées dans le pool T et que leur validation
peut étre contre sélectionnée. Toutefois, des sondes ont également été synthétisées a partir des
divers groupes tumoraux assurant une sélection des événements spécifiques a chaque groupe.
Les hybridations avec ces sondes spécifiques ont été moins nombreuses et moins
systématiques que pour les différences T/N. Une autre raison, intrinséque au DD peut
expliquer une perte relative des clones spécifiques des groupes tumoraux. Ces groupes, en
particulier NM et M, trés proches au niveau de 1’histopathologie, tous deux constitués de
tissus tumoraux, sont a priori plus proches entre eux qu’un tissu tumoral (pool T) en regard
d’un tissu normal (pool N). Or le taux de faux positifs et la difficulté de détection de clones
confirmés en criblage secondaire (notre technique RN) sont d’autant plus élevés que les tissus
comparés sont proches (Liang, 1998). Les différences spécifiques de chaque groupe tumoral,

subtiles, sont donc en partie contre sélectionnées.
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5. Prédictions de la fonction a partir des catégories de geneOntology

Dans geneOntology (http://www.geneontology.org/), la fonction d’un géne et de sa
protéine prédite est analysée sur trois plans : « Process », « Function », et « Component ». Les

clones possédant de I’homologie avec une protéine ont été analysés.

a. « Process »

U 19 oel] Seyidy

30 00T 1% L] e b T
S0 L5 cel] SR

0 (0 51 ool g i o o i e
RG] ey

G reniine We: pasear enmal sy
B0 007178 devel mparad

Prédiction du “Process” dans geneOntology

Figure II1.10

L’implication des protéines correspondantes dans divers grands procédés cellulaires
est déterminée par rapport a des catégories « Process » (Figlll.10). On constate une forte
proportion de genes impliqués dans le métabolisme, en relation avec les forts besoins
énergétiques des cellules cancéreuses en prolifération. Les geénes impliqués dans la
croissance/maintenance cellulaire, les communications intercellulaires, les réponses aux
stimuli externes sont également trés représentés. Les altérations de ces types de geénes sont par
ailleurs fréquemment associées au cancer. L’isolement de génes associés au développement
est cohérent avec les roles de morphogenes, de régulateurs de la différenciation et de 1’identité

cellulaire impliqués dans le développement également associés au cancer. Une fraction
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importante de génes associés a des protéines prédites, n’a pas de fonction connue dans
geneOntology.

La classification par geneOntology est dé€licate, certains génes pouvant étre impliqués dans
diverses catégories, méme parfois inattendues car regroupés dans la catégorie « obsolete ».
Bien qu’imparfaite, cette classification constitue une indication globale de la teneur de notre

collection.

b. « Function »

La classification geneOntology définit également une classe « Function », décrivant la

fonction de la protéine (FiglIl.11).
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Prédictions “function” dans geneOntology

Figure III.11

Les protéines impliquées dans des activités de liaison (2 I’ADN comme aux protéines)
sont trés nombreuses, suivies de prés par les enzymes. Ceci est particulierement intéressant
car les enzymes sont des cibles privilégiées du «drug design ». Par rapport a notre
publication, on note une faible représentation des génes associés a la réponse immunitaire,

mais cette différence peut étre liée aux critéres de catégorisation. Une sélection avec les
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sondes SMART-DD, par un nombre restreint d’amorces particulierement efficaces dans le
marquage, de génes impliqués en immunologie pourrait constituer une explication de cette
différence entre la collection générale et la publication. Les transporteurs sont tres
représentés. De nombreuses protéines impliquées dans la transduction des signaux ont été
isolées, et constituent également des cibles potentielles du « drug design ». Un nombre
relativement faible de protéines structurales, traditionnellement fortement exprimées,
semblent avoir été isolées, ce qui semble confirmer la capacité du DD a isoler des ARNm
exprimés méme a faible niveau. Une proportion non négligeable d’acteurs de la transcription

a été isolée.

c. « Component »
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Prédictions du “component” par geneOntology
Figure I11.12

La classification geneOntology prédit en tant que «component» (Figlll.12) Ia
localisation de la protéine dans la cellule. De grand intérét pour le drug design, un nombre
important des genes isolés en DD ont une localisation prédite membranaire. De nombreuses
protéines sont cytoplasmiques ou nucléaires, avec une légere prépondérance pour les

protéines cytoplasmiques. Une fraction significative de génes n’a pas de localisation prédite
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par geneOntology. Enfin, une fraction significative des geénes correspond a des protéines

extracellulaires, possibles marqueurs sécrétés ou circulants.
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D. Premicre publication

Notre premiere publication présent une liste de 70 geénes différentiellement exprimés
entre tissu normal et tissu tumoral, révélés par sondes complexes. Des liens tant physiques sur

le génome que fonctionnels sont dégagés de cette étude.
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Differential expression profiling of head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC)
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Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the fifth most common cancer in men with an incidence of about 780 000 new
cases per year worldwide and a poor rate of survival. There is a need for a better understanding of HNSCC, for the development of
rational targeted interventions and to define new prognostic or diagnostic markers. To address these needs, we performed a large-
scale differential display comparison of hypopharyngeal HNSCCs against histologically normal tissue from the same patients. We have
identified 70 genes that exhibit a striking difference in expression between tumours and normal tissues. There is only a limited overlap
with other HNSCC gene expression studies that have used other techniques and more heterogeneous tumour samples. Our results
provide new insights into the understanding of HNSCC. At the genome level, a series of differentially expressed genes cluster at
12p12—13 and Iq2l, two hotspots of genome disruption. The known genes share functional relationships in keratinocyte
differentiation, angiogenesis, immunology, detoxification, and cell surface receptors. Of particular interest are the |3 ‘unknown’ genes
that exist only in EST, theoretical cDNA and protein databases, or as chromosomal locations. The differentially expressed genes that
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Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) arises from the
surface epithelium of the upper-aerodigestive tract (pharynx,
hypopharynx, and larynx) and the oral cavity. Extensive epide-
miological studies show that alcohol potentiates tobacco-related
carcinogenesis and is also an independent risk factor. Head and
neck squamous cell carcinoma is the fifth most common cancer in
men with an incidence of about 780000 new cases per year
worldwide (Sankaranarayanan et al, 1998). Surgery and radio-
therapy are highly effective in the treatment of stage I and II
tumours, but over 70% of patients present with locoregionally
advanced stage III or IV disease. Locoregional disease recurs in
60% of patients and metastatic disease develops in 15-25%
(Genden et al, 2003). Furthermore, patients develop second
primary tumours at an annual rate of 3-7% (Leon et al, 2002).
However, less than 30% of HNSCC patients are free of disease after
3 years, and 5-year survival rates have remained largely unchanged
in the last three decades (Dimery and Hong, 1993). The
characterisation of the molecular determinants of the head and
neck carcinogenesis process is essential for the better under-
standing of this malignancy and the development of rational
targeted intervention.
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we have identified are potential new markers and therapeutic targets.
British Journal of Cancer (2003) 89, 1940—1949. doi:10.1038/sj.bjc.6601373  www.bjcancer.com
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Specific genes have been associated with the development
or presentation of HNSCC, but these individual alterations
have failed to define prognostic or diagnostic markers (reviewed
in Leonard et al (1991) and Scully et al (2000)). Addressing
this issue requires large-scale analysis of gene expression
profiles. A number of recent studies have reported gene
expression profiles of small numbers of HNSCC patients using
commercial or focused microarrays (Leethanakul et al, 2000;
Xie et al, 2000; Alevizos et al, 2001; Al Moustafa et al, 2002;
Belbin et al, 2002; El-Naggar et al, 2002; Mendez et al, 2002). The
microarray analysis is limited by the set of genes on the
arrays, whereas polymerase chain reaction differential display
(PCR-DD) randomly samples the transcriptome. The PCR-DD has
been used to discover novel genes that would not have been
identified using methodologies that cover a predefined range of
genes (Glynne-Jones et al, 2001; Sasaki et al, 2001; Ying
et al, 2001). We have performed the first randomised
comparative analysis of gene expression of HNSCC patients using
PCR-DD. We did not use microdissected tumour or normal
components for this analysis since numerous studies have shown
that the host tumour microenvironment influences tumour cells
(van den Hooff, 1988; Nelson et al, 2000; Coussens et al, 1999; St
Croix et al, 2000). We have identified a series of novel genes that
exhibit striking differences in expression between HNSCC tumours
and histologically normal matched tissues. They should contribute
to a better understanding of HNSCC and provide new targets for
therapeutics.



MATERIALS AND METHODS

Samples

Hypopharyngeal tumours and the corresponding histologically
normal tissue, used with consent, were derived from surgical
resections of squamous cell carcinoma. The patients had not been
treated at the time of surgery, but were subsequently treated with
radiotherapy. The samples used were resected near the advancing
edge of the tumours avoiding their necrotic centres. They were
comprised of 70-80% cancer cells in almost all cases, as assessed
on adjacent histological stained sections. Normal samples were
collected from the farthest margin of the surgical resections
(usually uvula). The tumours were classified according to TNM
stages (tumour, node, metastasis) based on the UICC criteria
(Sobin and Wittekind, 1997), and grouped into three categories.
The early (E) stage corresponds to small-sized tumours (T1/T2),
moderately to well differentiated, without lymph node involve-
ment. The two later-stage tumour types were of medium size (T2/
T3), homogeneous differentiation and lymph node involvement
(N1-N2c). At the time of resection, these later-stage tumours
appeared clinically and histologically similar. However, during 3-
year follow-up, one group of patients did not develop metastases
(no metastatic propensity: NM), whereas the other developed
metastases predominantly in the lung, bone, and liver (with
metastatic propensity: M).

HNSCC: analysis of an altered transcriptome
F Lemaire et al

PCR-Differential display

Total RNA was isolated with RNAeasy (Qiagen, Courtaboef, France),
DNAsel treated, column purified (Qiagen) and pooled according to
the tumour type (3 E, 2 NM and 2 M patients). The corresponding
normal RNAs were similarly pooled. The PCR-DD was performed
on the pooled samples using 58 5" primers (HAP) in combination
with three 3’ primers (HT11A/G/C) according to the GenHunter
protocol and as described by Liang et al (Liang, 1998). All samples
were prepared in duplicate from the reverse transcription stage to
reduce experimental variability. Differential bands were isolated,
reamplified with the corresponding primers, verified by agarose gel
electrophoresis, and cloned in the pGEMt-Easy vector (Promega,
Charbonneres, France). Eight colonies per band were expanded in
liquid culture. A volume of 2 ul of the cultures were used for PCR, in
the same conditions as the reamplification, with the pGEME1 and
PGEME?2 primers (5'-CGC GGT ACC GGA TCC ATG CAT TGG CGG
CCG CGG GAA TTC-3' and 5'-CGC GGT ACC GGA TCC ATG CAT
CAT ATG GTC GAC CTG CAG-3/, respectively). The fragments
(50-800 base pairs) were verified by agarose gel electrophoresis,
and subsequently the DNA was spotted directly onto nitrocellulose
membranes (Hybond N +, Amersham, Les Ulis, France) using a 96-
well vacuum-driven dot blot manifold (Bio-Rad, Marnes-la-Co-
quette, France). Filters underwent denaturation (1.5M NaCl, 0.5M
NaOH) and neutralisation (1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl pH 7.2,
0.001 M EDTA) followed by UV cross-linking.

Table | Real-time quantitative PCR primers and reaction conditions.
Clone Primer PCR

Name Acc. no. Name Sequence Location Size (bp) T (°C), [MgCl;] (mM), [NTP] (uM)

EMPI NM_001423.1 EMPI-2F GACCTCATGCCATGGTCTTT 1393-1412 237 62, 4,05
EMPI-2R CTGCATTGAGGGGAATCCTA 1556— 1575

PIGR AF272149.2 TB6-1F CCACCGTGGAGATCAAGATT 1532—1551 186 62, 4,05
TB6-IR CAGCCCGTGTTATTCCACTT 16691688

PON2 NM_000305 AEY125-F GCCAACAATGGGTCTGTTCT 993—-1012 198 62,4,05
AEY126-R TGGGTCAATGTTGCTGGTTA [171=1190

Apol2 AF305225 AEYI31-F AGGCAGATGAGCTCCGTAAA 363-382 185 62,4, 1
AEYI31-R GACCTGCTCAACTCCTCTG 528-547

DRGI D87953 AEY139-F GCTTTGGTCAGAGTGAATTGAA 2717-2736 182 62,4,05
AEY140-R CCGATCCCCGACTTTTCTAC 2879-2898

PSMD8 NM_004159 AEY147-F GAAGGAAGATGGTTGGGTA 981-998 189 62,4,05
AEY147-R TCTCTTTGGCTCAGGCTAGG 1150—1169

RPI1-68D18  BM285393 EAW253-F  TGCAAGTCACCACAACAGGT 153589153608 185 62,4, 05
EAW254-R  AGCCTTGCATAAATGGCTGT 153753—153773

HSPCI150 NM_014176 AEYI51-F TGTTCTCAAATTGCCACCAA 390-409 191 62,4, 1
AEY152-R TTGCATGCTTCTCTGTCCAC 516-580

RPLPO M17885 RPPO-3F GAAGGCTGTGGTGCTGATGG 224-243 103 62,3, 1.5
RPLPO-R CCGGATATGAGGCAGCAGTT 307-326

Listed above are the clone names and accession numbers; the primer name, sequence (5'—3') and location on the sequence associated with the accession number; and the PCR
product size and reaction conditions (annealing temperature and concentrations of MgCl, and NTP).

Table 2 Characteristics of the tumours

Age Treatment Disease-free Overall Actual
Patient Tumour T N M Diff Sex (years) after surgery Evolution survival (months) survival (months) state
\ E 2 0 0 2 M 53 RX 0 I 15 D
2 E I 0 0 2 M 6l N 0 I5 25 D
3 E 2 0 0 2 M 44 N 0 41 41 A
4 NM 3 2 0 3 M 66 RX 0 54 58 D
5 NM 3 2 0 2 M 52 RX sC 39 44 A
6 M 2 2« O 3 M 54 RX M 16 25 D
7 M 3 2 0 2 M 54 RX M 5 7 D

All the tumours were localised in the hypopharynx. T, N, and M correspond to the TNM nomenclature for tumour stage (tumour, node, and metastasis). Diff (differentiation):
| =well, 2=moderate, 3 = poorly. Treatment after surgery: RX = radiotherapy; N =no treatment. Evolution: 0 =no evolution, M = metastasis, SC = secondary cancer. Actual

state: D =dead, A =alive.

© 2003 Cancer Research UK
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Reverse Northerns

Owing to the limiting quantity of patient RNA, the SMART ¢cDNA
synthesis system (Clontech, Lee Pont de Claix, France) was used to
reverse transcribe and amplify total RNA to be used as a probe.
The first strand, synthesised from 0.2pug of total RNA, was
amplified for a controlled number of cycles, to ensure linearity, as
described by the manufacturer. The labelling was performed with
100ng of SMART cDNA and a mix of the DD primers that
originally generated the clones. The probes were purified through
Sephadex G50 columns (Bio-Rad). The filters were hybridised in
10% dextran sulphate/0.1% SDS/10mm NaCl overnight at 65°C,
washed to a stringency of 0.2 x SSC/0.1% SDS at 65°C and exposed
on Biomax film for 3-24h at —80°C, and subsequently on
Molecular Dynamics PhosphorImager screens (Orsay, France) for
quantification on a Typhoon PhosphorImager analyser (Orsay,
France). Positive clones were then expanded from the original
liquid cultures and plasmid DNA extracted using standard alkaline
lysis followed by purification through Nucleospin miniprep
columns (Macherey-Nagel, Hoebdt, France). The sequences of

—
Tumours identified and
characterised by histopathology
and patient history
Sample
preparation l
RNA extracted and DNAsel treated
s '
/
Reverse transcription
3x3’ primers (HT{{A/G/C)
PCR PCR
differential 3 primer (HT{;A/G/C)
display 5’ primer (58x5” HAP primers)
1750 bands isolated
-
g l
14 000 clones tested
Reverse l
Northern
36 genes tumour +
34 genes tumour —
~ '
Confirmation Classical Northerns,
of expression virtual Northerns,
real-time quantitative PCR
= '
Functional links
Analysis between
candidates
Figure | Flowchart outlining the study. The flowchart indicates how the

tumour samples were selected and processed, the PCR-DD primers that
were used and the number of bands isolated, the number of clones tested
by reverse Northern, the resulting number of genes identified, the types of
confirmation used to validate the results, and the bioinformatics analysis to
analyse the results.
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the inserts were analysed with the BLAST algorithm at http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. Positive clones were then confirmed
at least twice with probes generated (as above) from two
independent SMART cDNA preparations. The filters included
control positive clones that were systematically used for cross
comparison.

Classical Northerns

Total RNA was extracted from tissue samples with Trizol (Life
Technologies, Cergy Pontoise, France). A measure of 20 ug of RNA
was subjected to agarose/6% formaldehyde gel electrophoresis,
then transferred to Hybond N+ membranes (Amersham). [**P]-
labelled probes were generated with the Rediprime system
(Amersham). Membranes were prehybridised and hybridised in
50% formamide at 42°C according to the manufacturer’s

Figure 2 Differential display gel comparing the three stages of tumours
(T) with their corresponding normal (N) samples. E=early; NM=no
metastatic potential; M = metastatic propensity. Highlighted are the three
types of profiles (A, overexpressed in tumour; B, tumour-specific profiles;
C, underexpressed in tumour), and the percentages give the overall
proportions in these categories.
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Figure 3 Reverse Northerns using tumour (T) or normal (N) tissue
probes. The genes shown, which are overexpressed (A) or under-
expressed (B) in tumours, are the first four in Tables 3A and B,
respectively.

© 2003 Cancer Research UK
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Table 3 Differentially expressed genes identified by PCR differential display (PCR-DD) and reverse Northem analysis in Parts A and B
Order Clone Gene Chromosome Unigene or acc. no. Immune
(A) A total of 36 genes were detected with a greater than two-fold higher expression in tumour (T) tissues than in normal (N) samples
BI34 DRGI, N-myc downstream regulated gene | 8q24.3 Hs.75789
F3.1 [TGAS, alpha 6 integrin 2q31.1 Hs.227730
61b IL8, interleukin 8 4q13-q21 Hs.624 Related
100b82 PON2, paraoxonase 2 7q921.3 Hs.169857
2bl1 HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase Xq26—q27.2 Hs.82314
XOl17.6 Immunoglobin kappa L chain constant region gene 2pl2 NG_000834 Related
221A PLAUR, plasminogen activator, urokinase receptor 9q13 Hs. 17957 Related
W43 Chr 11, clone RP1-68D18 [pll-12 ALI33330
G6.3 HSPCI50, E2 ubiquitin conjugating enzyme 1g31.3 Hs.5199
183H APOBEC3, apolipoprotein B mRNA editing enzyme 22ql13.1 ALO31856
221G APTX, aprataxin 9pl3.3 Hs.14394
ol7 Chr 5, clone CTC-202FI10 5g35 ACO10216
107E PLA2G7, phospholipase A2, group VII 6p21.2—pl2 Hs.93304 Related
108A Clone RPI11-367F23, chromosome 9 9q22.31 AL355607
120b145 APOL2, apolipoprotein L, 2 22q12 Hs.241412
A74j5 RPL27, ribosomal protein L27 17g21.1-q21.2 Hs. 111611
A80j Chr4, clone RPI1-331M18 4 ACI108050
G651 A2M, alpha-2-macroglobulin (3’ end) 12p133—pl23 Hs.74561 Related
C65f2 LTB4R, leukotriene B4 receptor l4gl12-ql2 Hs.28408 Related
275F BLPI, BBP-like protein | 8pll.2l Hs.7471
126b180 HSPCB, heat shock 90kDa protein |, beta 6pl2 Hs.74335
B14.3 Chr 18, clone RPI 1-650P |5 18ql1 AC021549
291D EFNB2, ephrin-B2 13933 Hs.30942
99¢i2 Chrl6, clone RP|(-170L3 lépll.1 AC034105
p2.8 SPOCK, testican | 5q31 Hs.93029
31_50 PSMBS8, proteasome subunit, beta type 8 6p21.3 Hs. 180062
09548 IFIT2, interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 10923.33 XM_084477 Related
XB2v.2 TRAI, tumour rejection antigen (gp96) | 12q24.2-q24.3 Hs.82689 Related
3lc LTBPI, latent transforming growth factor beta binding protein | 2pl2-q22 Hs.241257
AB80I5 ND 0, nuclear domain 10 179232 Hs.154230
A75al HMGAZ2, high mobility group AT-hook 2 12915 Hs.2726
A71d8 MTND4, NADH dehydrogenase 4 Mitochondrion NC_001807
Cé6p4 DIAI, diaphorase (NADH) (cytochrome b-5 reductase) 22q12.31 —qter Hs.80706
Cé8b| Statl, signal transducer and activator of transcription | 2q32.2-g32.3 Hs.21486 Related
C78gl RPL6, ribosomal protein L6 12g23-24.1 Hs.349961
A71i7 TDG, thymine-DNA glycosylase 12g24.1 Hs. 173824
(B) A total of 34 genes were detected with a greater than two-fold higher expression in normal (N) compared to tumour (T) tissues
207D PLUNC, long palate, lung and nasal epithelium carcinoma associated 20gl 1.1 Hs.211092 Related
213A TTN, titin 2q24.2 Hs.172004
G72c7 LYZ, lysozyme 12q13.2 Hs.234734 Related
XBl1b.2 PIGR, polymeric immunoglobulin receptor 1q31 —q4l Hs.205126 Related
XJ19.3 FLJ2267| hypothetical protein 2q37.1 Hs.193745
M4.8 GAPDH, glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 12p13 Hs.169476
X027.2 LPRP, lacrimal proline-rich protein 12p13 Hs.45033
G75el SPRR3, small proline-rich protein 3 121 —q22 Hs.139322
XH7.7 Similar to olfactory receptor MOR265-| 12q12 X87825
XL6.3 CAPNY, calpain like protease 7 3p24 Hs.7145
C78c8 CLECSF2, C-type lectin superfamily member 2 12p13—pl2 Hs.85201 Related
XKl1d.3 MTND2, NADH dehydrogenase subunit 2 Mitochondrion NC_001807
XH3.2 CILP, cartilage intermediate layer protein 15g22 Hs.151407 Related
121al49 Similar to common salivary protein] mRNA l6pl3.3 NM145252
137D PRH, proline-rich protein Haelll 12p13.2 Hs.73952
X104 KIF13B, kinesin family member 3B (gakin) 8pl2 Hs. 15711
AT7s8 KRT13, cytokeratin 13 17921 -q23 Hs.74070
XH3.8 ARPP-19, phosphoprotein 9 15g15.3 Hs.7351
L4 Clone RP13-253K9 on chromosome X, X AK024673
B7.4 PER3, period homolog 3 1p36.23 Hs. 12592
Né6.8 Chrl 1, clone RPI[-630P| (hypoprotein) (RIe] AP002774.3
1.7 KIAAOI38 gene product 19p13.3 Hs.159384
XL9b.8 Chromosome 12 clone RPI 1-272B17 12913 AC06776
38b17 CLIC4, chloride intracellular channel 4 Ip36.11 Hs.25035
XB6.4 KLK-L4, kallikrein-like protein 4 gene 19g19.3-ql94 Hs.165296 Related
XL6.2 KIAA132] gene product 17g1 1.1 Hs.24336
XL%b. | LTF, lactotransferrin 3921 —-q23 Hs.105938
1358 EGLN2, EGL9 homolog 19q13.2 Hs.324277
Cé68a4 GCLC, glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit 6pl2 Hs. 151393
AT77e2 SPRR2, small proline-rich protein 2 lq21 Hs.355542
G80d5 EMPI, epithelial membrane protein | 12p12.3 Hs.79368
G72hl SI100A9, S100 calcium binding protein A9 1q21 Hs. 112405 Related
G74cl Hypothetical protein DKFZp761Cl69 5qll.2 Hs.71252
G78a5 GJB2, gap junction protein, beta 2, 26 kDa 13gl1—ql2 Hs.323733

The genes are listed in the order of the differences in expression levels. Also listed for each PCR-DD clone are the name of the clone, the corresponding gene name,
chromosomal localisation, Unigene or accession number, and whether its function is related directly or indirectly with the immune response.

© 2003 Cancer Research UK
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specifications, washed to a stringency of 0.1 x SSPE/0.1% SDS at
50°C and exposed to X-ray film (Kodak, Les Ulis, France). The
level of expression in tumour samples was analysed in comparison
with the matched normal tissues after correction for loading using
RPLO. Ribosomal phosphoprotein PO (RPLPO, originally called
36B4) is a ubiquitous expressed gene that has been routinely used
in different laboratories as an internal control to normalise for the
amount of RNA. In a large study (98 cases), we confirmed by real-
time quantitative PCR (RT-QPCR) that its expression level remains
relatively constant between HNSCC tumours and matched normal
tissues (data not shown). RPLPO gave better results than the
commonly used control GAPDH, which was more variable between
samples in our experiments.

Virtual Northerns

A measure of 0.2 ug of total RNA from individual patients was
converted into SMART cDNA ((Franz et al, 1999) and the Clontech
protocol). The optimal number of cycles for each sample was
determined according to the manufacturer’s instructions. Aliquots
of the PCR products, after different numbers of cycles (15-25),
were analysed by agarose gel electrophoresis and Northern blotting
with RPLPO as the probe. The amplification and the fidelity are
considered to be optimum when the PCR is in the exponential
phase of amplification, one or two cycles before reaching the
plateau (range 17-20 cycles). The RPLPO signal of the optimum
PCR was used as an internal standard to equilibrate loading of the
virtual Northerns. Appropriate amounts of this ‘SMART’ cDNAs
were electrophoresed on agarose gels, transferred to Amersham
Hybond N + nylon filters. Probes were labelled with [**P]dCTP by
random priming or PCR with the pGEMEI and pGEME2 primers
(see above). Filters were hybridised in dextran sulphate (as above),
exposed overnight to PhosphorImager screens and quantified
using the Typhoon ImageQuant software. Filters were finally
reprobed with RPLPO to verify equal loading.

Real-time quantitative PCR

RNA was quantitated with the LightCycler system (Roche Diag-
nostics, Meylan, France). A measure of 1 ug of total RNA was reverse
transcribed with random primers and the Superscript II RT-PCR
system (Life Technologies). The PCR reactions were performed with
the LC Fast start DNA master SYBR green I reaction mixture
according to the manufacturer’s instructions. Volumes of 2 ul of
1:50 diluted RT products were used in 20ul reactions. The
nucleotide sequences of the primers and their localisations are
shown in Table 1. The primers were chosen with the Primer3
software and their specificity was verified by BLAST analysis on the
nr database (non redundant set of GenBank, EMBL, and DDJB
databases). For each gene, a standard curve was constructed using
serial dilutions of a single standard cDNA (equivalent to 100, 40, 20,
10, 4, 2, and 1ng of total RNA) derived from a pool of 10
hypopharyngeal tumours. The concentrations of primers, MgCl,,
probes, and cDNA were optimised to obtain linear standard curves.
Unknown samples were estimated relative to these standard curves.
For genes overexpressed in tumours, expression levels were
calculated relative to the median values for normal tissue, and vice
versa for genes expressed at higher levels in normal tissues. PCR
reactions were run at least twice for each sample. The mean value
was retained whenever the standard deviation did not exceed 15%,
and normalised using RPLPO as an internal control.

RESULTS

PCR differential display

A large-scale PCR-DD was performed on patient RNA derived
from three stages of HNSCC (Table 2) and corresponding normal
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tissues (see Figure 1 for a methodology outline). Three 3’ primers
(HT11A/G/C) and 58 5' primers (HAP1-10, 33 -80) were combined
to cover theoretically over 90% of expressed sequences (Liang,
1998). This experimental design maximises the detection of ‘novel’
sequences, a strength of PCR-DD compared to DNA arrays.
Around 95% of the bands showed no difference in signal intensity
across the different samples, as expected. Of the 1750 bands that
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Figure 4 Classical Northerns: tumour (T), lymph node (LN) and normal
(N) samples from the same patients were analysed. The RPLPO control is
shown under each lane. (A) Genes overexpressed in tumours: (a) DRGI,
(b) APOL2. (B) Genes underexpressed in tumours: (a) PIGR, (b) LPRP.
The lines separate the samples from particular patients, and comparisons
should be made between the samples from each patient.
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Figure 5 Virtual Northemns: the lanes 1-3 (E), 67 (NM) and 89
correspond to individual patients who were pooled for the PCR-DD.
Tumour (T) and normal (N) samples from the same patient were
compared. (A) Genes overexpressed in tumours: (a) HSPCB, (b) TRAI,
and (c) LTBPI. (B) Genes underexpressed in tumours: (a) PIGR, (b) LPRP,
and (c) PLUNC. (€) RPLPO is the internal control.
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did show a difference, 40% were increased and another 40% were
diminished in all the tumour samples (Figure 2). These two groups
are the focus of this initial study. The 19% of the bands that
differed between the tumour types will be addressed in future
studies. Less than 1% of the bands differed in intensity between the
normal samples from different patients, indicating that the
differences observed between the normal and tumour samples
were due specifically to the development of the tumours and not
due to either patient polymorphism or PCR-derived artefacts
(Figure 2). The differential bands were isolated and cloned, and
eight clones were taken from each band for further analysis.

Identification of the genes

Reverse Northern hybridisation (Zhang et al, 1997; Trenkle et al,
1999) was performed on the 14 000 clones resulting from the DD to
determine which clones among the eight clones derived from each
band contained differentially expressed sequences. Macroarrays of
the clones were hybridised with probes derived from either pooled
tumour or pooled normal RNA, and the resulting signals were
quantified. In total, 2500 clones presenting a tumour/normal signal
ratio of >2.0 or <0.5 were grouped onto secondary arrays and
reprobed twice for confirmation (Figure 3). Clones with consis-
tently differential profiles after multiple hybridisations and
tumour/normal ratio of >2.0 (2-5-fold) or <0.5 (0.5-0.07-fold)
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were sequenced and identified using the BLAST algorithm. Some
of the clones with consistent profiles corresponded to the same
gene (1-85 clones per gene). Our final list contains 36 genes that
are overexpressed in tumours (Table 3A) and 34 genes that are
under expressed (Table 3B). Six of the overexpressed and seven of
the underexpressed sequences are novel, in that they do not
correspond to known genes.

Validation of gene expression profiles

To confirm that the large-scale analysis had correctly identified
differentially expressed sequences, some up- and downregulated
genes were analysed by the classical Northern analysis (Figure 4).
As the amount of patient material was too limited to do numerous
classical Northerns, SMART technology (Clontech) was used to
generate virtual Northerns (Figure 5). In addition, RT-QPCR was
used with a panel of 14 hypopharyngeal carcinomas and matched
normal tissues (Figure 6). The results were consistent across these
validation techniques (DRGI1, Figures 4Aa and 6Aa; APOL2,
Figures 4Ab and 6Ab; PIGR, Figures 4Ba, 5Ba, and 6Ba; LPRP,
Figures 4Bb and 5Bb; note that the patients were different). We
found that PIGR, LPRP, PLUNC, and EMP1 are downregulated in
almost all the tumours (Figures 4B, 5B, and 6B). DRG1, APOL2,
HSPCB, TRA1, LTBP1, PON2, HSPC150, PSMBS8, and clone RP1-
68D18 are overexpressed in tumours at various frequencies
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Figure 6 Real-time quantitative PCR. (A) Genes overexpressed in tumours (T): (a) DRGI, (b) APOL2, (c) PON2, (d) HSPCI50, (e) PSMB8, and (f) RPI-
68D18. (B) Genes underexpressed in tumours: (a) PIGR and (b) EMP1. The values for the tumours (black columns) and matched normal (N) tissue (white
columns) were adjusted according to RPLPO, the internal control. The median of the N values was set to |. The patients indicated with a star have a matched
T/N ratio greater or equal to 2. The P-values of t-tests between the tumour and normal tissues are indicated.
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Table 4 Comparison with other tumours

Order Gene Cancer Expression Function Ref
DRGI (RTP/ Cap43) Breast Overexpression |
[TGAS, alpha 6 integrin Oesophageal carcinomas, Overexpression Tumorigenicity and 2

IL8, interleukin 8
PON?2, paraoxonase 2

HPRT

PLAUR, plasminogen
activator urokinase
receptor

PLA2G7, phospholipase
A2 group VI

HSPCB, heat shock 90kDa
protein | beta (HSP90)
TRAI, tumour rejection
antigen (gp%6) |

LTBPI, latent TGF beta
binding protein |

NDI0, nuclear domain 10
protein

HMGA?2, high mobility
group AT-hook 2 (HMGI-
9

MTND4, NADH
dehydrogenase subunit 4

PLUNC

PIGR, polyimmunoglobulin
receptor

GAPDH, glyceraldehyde 3
phosphate dehydrogenase
CAPNY, calpain-like
protease 7

KRT 3, cytokeratin 13

KLK-L4, kallikrein-like
protein 4 gene

GCLC, glutamate-cysteine
ligase catalytic subunit
SPRR2, SPRR3, small
proline-rich proteins 2 & 3

GJB2, gap junction protein
beta? 26kDa (Connexin
26)

breast cancer

HNSCC, melanoma

Neuroblastoma cells
HNSCC, skin, breast

Lymphoma

SCC of the tongue, bladder
cancer, endometrial cancer
Leukaemogenic monocytic
sublines, leukemogenesis
Ovarian carcinoma

Acute promyelocytic
leukaemia
Non-small-cell lung
carcinoma

Squamous cell cervical
carcinoma

Lung

Colorectal carcinomas

Calpain 9, gastric-cancer
suppressor

Oral epithelial dysplasia and
squamous cell carcinoma
Breast cancer tissues and
cell lines

Scirrhous gastric cancer
cells with high metastatic
potential

Malignant phenotype,
repressed in bladder and
breast cancer cells

metastatic phenotype

Overexpression Induction of angiogenesis, 3
metastatic potential
Mutation Polymorphism associated 4
to susceptibility to cancer
Rapid proliferation 5
Overexpression Invasion and metastasis 6
Translocation Pathogenesis 7
Breakpoint
Overexpression Cell proliferation 8
Overexpression 9
Overexpression Regulation of TGF beta 10
activity

Pathogenesis I

Overexpression DNA binding, neoplastic 12
and undifferentiated
phenotypes.
Overexpression Metabolic enzyme 13
Downregulated Inflammatory respeonse in 14
the upper airways
Diallelic loss Expressed on secretory 15
epithelial cells
Glycolytic function, DNA 16
repair and apoptosis
Cysteine proteases; 17
calcium-dependent cell
death
Downregulated 18
Downregulated Pathogenesis, matrix 19
degradation
Cellular response to 20
environmental toxicants
Downregulated Keratinocyte differentiation 21
Downregulated Keratinocyte differentiation 22

in buccal epithelia;
intercellular communication

The genes identified in this study that have been described to be implicated other human cancers are listed, with their expression pattern in our study (T >N or N>T), their
names, the other cancers concerned, the reported alterations (expression), their functions and references (Ref).References: | = Cangul et al (2002); 2 = Mukhopadhyay et al
(1999), Tanaka et al/ (2000); 3 =Bar-Eli (1999), Kawano et af (2001), Liss et af (2001); 4 =Hegele (1999); 5= Connolly et af (2001); 6 =Mazar (2001}, Romer et af (2001),
Schmidt and Grunsfelder (2001), van der Pluijm et af (2001); 7= Lecointe et af (1999); 8 = Cardillo et al (2000), lto et af (1998), Wataba et af (2001); 9 = Kasukabe et al (1997),
|0 =Higashi et af (2001); | | =Sternsdorf et al (1997); 12 =Manfioletti et al (1991), Rogalla et af (1998); |3 = Cheng et al (2002); |4 = Bingle and Bingle (2000); |5 =Krajci et al
(1996); 16 =Sirover (1999); |7 =Yoshikawa et al (2000); 18 =Bloor et af (2001); 19 = Yousef et al (2000); 20 =Walsh et af (2001); 2| =Hippo et al (2001); 22 = Grossman

et al (1994), Lucke et al (1999), Singal et af (2000).

(Figures 4A, 5A, and 6A). The differences in expression, measured
by RT-QPCR, were at least two-fold in at least half of the tumours
for seven of the eight genes analysed. DRG1, APOL2, HSCPC150,
and PSMBS8, and the novel sequence clone RPI-68D18 are

overexpressed in nine, eight,

12, eight, and six patients,

respectively. Overall, the expression profiles correlate well with

the behaviour observed at the DD band level.

British Journal of Cancer (2003) 89(10), 1940— 1949

DISCUSSION

We have compared the expression profiles of hypopharyngeal
tumours with matched normal tissues by the PCR-DD. This study
of a specific site of HNSCC provides a novel collection of cancer-
related genes. Our results are of high quality since the DD
sequences were reselected with several rounds of reverse North-
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erns, and there was a consistent correlation between the DD
profiles and analyses by classical Northerns, virtual Northerns, and
RT-QPCR. The sequences reported here had a consistent DD
profile across the tumour samples, whereas other bands (about
20%) with tumour stage-specific profiles need to be studied further
with a larger number of tumours. Only eight out of 70 genes
overlap between our and other profiles of HNSCC (Leethanakul
et al, 2000; Alevizos et al, 2001; Al Moustafa et al, 2002; Belbin et al,
2002; El-Naggar et al, 2002; Mendez et al, 2002; Xie et al, 2000),
possibly because, in contrast to these other studies, we did not
restrict the profiling to particular genes on arrays, since PCR-DD
samples the whole transcriptome. Moreover, we restricted our
analysis to a very specific site. Six of the common genes are
expressed in the same manner (ITGA6, PON2, STAT1, KRT13,
SPR2, and EMP1). In contrast to these studies, we found that GJB2
is underexpressed in tumours and DRGI is overexpressed. In our
experiments, DRG] was shown to be overexpressed by four
techniques (DD-PCR, reverse Northerns, classical Northerns, and
RT-QPCR). Furthermore, DRG1 has been shown to be over-
expressed in other tumours (see Cangul et al, 2002). There is some
overlap between our list and profiles of other cancers (see Table 4),
which potentially identifies genes with general functions in cancer.

The genes we have identified have a biased chromosomal
distribution, with many located at 12p12-13 and 1q21-22
(Table 3). Out of 70 genes, six localise to 12p12-13 (A2M,
GAPDH, LPRP, CLECSF2, PRH, and EMP1), and three to 1q21-22
(SPRR3, SPRR2, and S100A9). These are the two most frequently
altered regions in nasopharyngeal carcinoma (Marenholz et al,
1996; Chen et al, 1999; Salomon-Nguyen et al, 2000; Sato et al,
2001), indicating that transformation has complex effects on
epidermoid cell biology.

We identified sequences that might be expressed in non
epidermoid cells in the tumours, including endothelial-specific
and immune-related genes. EFNB2, which is overexpressed in
tumours, is a trans-membrane ligand specifically expressed in
arterial endothelial cells (Gale et al, 2001). Of the 57 known genes, 16
are immune related (Table 3), and, in particular, the nine that are
overexpressed could be considered as potential circulating markers
for diagnostic purposes. Certain of the immune-related genes have
also been associated with epithelial tissue differentiation and growth
control, including PLUNC (Iwao et al, 2001), PIGR (Nihei et al,
1996), Statl (Maziere et al, 2000), and HSPCB (Edwards et al, 1991),
PLAUR (Chapman and Wei, 2001; Ahmed et al, 2002) and PLA2G7
(Tao et al, 1996). In particular, PLAUR is a pan T cell activating
antigen that has also been associated with epithelial-derived tumour
development. It interacts with integrins to regulate cell-matrix
interactions (Chapman and Wei, 2001; Ahmed et al, 2002). PLAUR
and PLA2G7 are linked, as PLAUR is activated by PAF, which in
turn is a substrate of PLA2G7 (Tao et al, 1996).

Some of the differentially expressed genes are involved in
detoxification pathways and cellular defences against insults.
Physiological response to environmental insult from tobacco and
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E. Premiere publication : commentaires additionnels

S’agissant des 70 geénes différentiellement exprimés dans les tumeurs VADS, certains
commentaires relatifs aux liens entre les genes isolés et a I’importance des phénomenes mis
en jeu méritent d’étre soulignés. Cette collection de génes correspond a une fraction limitée de
notre collection de marqueurs, dont I’expression a été validée de manicre robuste avec une

sonde focalisée complexe.

1. Génes impliqués dans les phénomenes immunologiques

Seize geénes des 57 geénes connus (28%) sont associés aux phénomenes immunitaires
dans la littérature, mettant ainsi en évidence I’'importance de I’infiltration de cellules
immunitaires au sein de la tumeur, mais aussi de 1’expression aberrante d’un répertoire de
genes associés a I’'immunologie par les cellules cancéreuses. Ces génes représentent 9 des 30
genes connus surexprimés dans les tumeurs (30%) et 7 des 27 génes connus sous exprimés
dans les tumeurs (27%). Les genes surexprimés dans les tumeurs sont particulicrement
intéressants en tant que potentiels marqueurs de la carcinogenese. Outre les liens entre uPAR
(Urokinase Plasminogen Activator Receptor), PLA2G7 (Phospholipase A2 group VII) et les
intégrines évoqués dans notre article, la Kallikrein-like L4 (KLK-L4), sous exprimée dans les
tumeurs, est reliée a uPAR. En effet, la kallikreine clive les kininogeénes de haut poids
moléculaires HK en HKa, molécule qui interagit alors avec les intégrines B2 qui, en retour,

interagissent avec uPAR pour exprimer ses propriétés anti-adhésives (Chavakis et al., 2000).

Il est difficile d’assigner une seule et unique fonction a un geéne associ¢ aux
phénomenes immunologiques, tant ces phénomenes sont complexes et impliquent des effets
indirects. Les signaux immunologiques échangés au sein du microenvironnement tumoral
forment en effet un réseau trés complexe. Par exemple, les macrophages associés aux tumeurs
(Tumour Associated Macrophages, TAMs) peuvent participer a 1’angiogenése tumorale. Les
cellules cancéreuses produisent des protéines chimiotactiques comme MCP1 (Macrophage
Chemotactic Protein 1) et TGF B1 (Transforming Growth Factor B 1) qui est responsable de
I’activation des macrophages. En retour, les macrophages activés sécrétent de manicre

paracrine des molécules de TNF-a (Tumour Necrosis Fator a) et d’Interleukine 1 (IL1). Ces
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molécules stimulent la sécrétion des facteurs angiogéniques tels IL8 et VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor) par les cellules cancéreuses (Liss et al., 2001).

Nous avons isolé des génes associ€s au recrutement des monocytes ou a leur activation
en macrophages lors des procédés inflammatoires. Plus précisément nous avons isolé des
genes impliqués dans ’absorption des antigénes et associés a la présentation des antigénes par
les cellules présentatrices des antigénes APCs (antigen presenting cells), que sont les
macrophages activés et les cellules dendritiques. Plusieurs geénes exprimés par les
macrophages activés participent au complexe dialogue entre cellules cancéreuses et cellules
immunitaires, tels LTBP1 (Latent TGF  Binding Protein 1) et IL8. Les cellules épithéliales
de la peau en contact avec le milieu extérieur produisent des cytokines induisant la production
de cytokines pro inflammatoires par les fibroblastes du derme.

De maniére remarquable, le géne MIF-related Calcium binding protein localisée en
1g21 est associée a la réponse immunitaire, principalement a I’activation des macrophages,
ainsi qu’a la différenciation des cellules épithéliales. Plusieurs autres génes comme BLT]I,
CAPN7 (Calpain Like Protease 7) et uPA sont impliqués dans la régulation du niveau
intracellulaire de Ca2+, et, possédent une double fonction dans le controle de la
différenciation des kératinocytes et dans la réponse immunitaire. LTB4 (Leukotrien B4
receptor) est impliqué dans le chimiotactisme li¢ a la régulation du niveau de Ca2+
intracellulaire, et, est capable d’induire, comme ILS, 1’adhésion des neutrophiles aux
molécules d’adhésion ICAM (Intercellular Adhesion Molecules). IL8 et LTB4 peuvent
stimuler la migration indépendante des intégrines (CD18) des neutrophiles a travers les

cellules endothéliales.

En 12p13, nous avons isolé¢ le géne CLECSF2 (C-type Lectin Superfamily member 2)
impliqué dans I’activation des lymphocytes en accord avec la présence d’un cluster de geénes

impliqués dans I’immunité, appelé NK gene complex (Brown et al., 1997).

Plusieurs génes sont des composants d’'une méme voie (Figlll.13) comme gp96/TRAI,
A2M (Alpha 2 Macroglobulin), IL8 (Interleukin 8) et PIGR (calmodulin related poly-
immunoglobulin receptor). La protéine de choc thermique gp96, comme la protéine
apparentée hsp90, toutes deux surexprimées dans les tumeurs, sont de nouvelles cibles
thérapeutiques pour le traitement du cancer selon une stratégie de vaccination (Belli et al.,

2002; Maki et al.,, 1990; Yedavelli et al., 1999). La protéine gp96 est une protéine
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chaperonne qui, entre autres, maintient la structure des protéines oncogéniques. La protéine
gp96 est impliquée dans 1’absorption des peptides exogenes pour la présentation des antigénes
par les cellules APC. Cette fonction dépend du récepteur CD91 (Basu et al., 2001) qui lie
également 1’alpha-2-macroglobuline. L’absorption d’IL8 est régulée par ces mémes
effecteurs. Gp96 induit la maturation des cellules dendritiques et réprime I’expression de son
récepteur, de la méme maniére que d’autres récepteurs associés a 1’absorption des antigenes,
comme les intégrines a5 B3 et a5 B5. L’alpha 2 macroglobuline est un inhibiteur des protéases
qui pourrait protéger les molécules d’adhésion de la dégradation et ainsi jouer un role dans la
propagation/ I’étalement des cellules. IL8 est une molécule chimiotactique puissante pour les
monocytes et un facteur angiogénique distinguant les tumeurs bénignes des tumeurs malignes.
La production d’IL8 est induite par divers stimuli comme I’hypoxie, ’hyperthermie et I’oxyde
nitrique, impliqués dans les tumeurs et dans les processus inflammatoires. Une hypoxie non
1étale peut induire une sécrétion du TNF a, d’IL1 et d’IL8 par les macrophages. Nous avons
¢galement isolé une diminution d’expression de PIGR. PIGR est responsable du transport des
immunoglobulines IgA complexées aux IgM de la surface basolatérale au pole apical des
cellules épithéliales. Un clivage de PIGR a lieu au cours du transport, entrainant la libération
de son domaine de liaison extracellulaire, le Secretory Component (SC). L’alpha-2-
macroglobuline est un membre de la superfamille des immunoglobulines (Ig) apparentée a
SC. Tout comme 1’alpha-2-macroglobuline, SC lie IL8 (Marshall et al., 2001). Dans les voies
aériennes, la liaison de PIGR solubilise et inactive IL8. L’ IgA sécrétée, SIgA, est I’effecteur
le mieux caractérisé du systéme immunitaire dans les muqueuses et son transport par PIGR

requiert localement la coopération des cellules épithéliales et des cellules immunes du plasma.
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2. Enzymes

Si les enzymes dans leur ensemble représentent une proportion importante de nos
listes de genes différentiellement exprimés, les enzymes de détoxification sont une cible
privilégiée du développement de drogues, d’inhibiteurs. Dans notre étude, nous avons
identifi¢ 9 enzymes a partir des 30 geénes connus surexprimés dans les tumeurs (30%) et 7
enzymes a partir des 27 genes connus sous exprimés dans les tumeurs (26%). HSCP150
(ubiquitin conjugating enzyme E2) et PSMBS (proteasome subunit beta type 8), sous unité du
protéasome possédant une activité catalytique, sont impliquées dans la dégradation des
protéines. Dans les tumeurs, si le géne GAPDH est sous exprimé, le géne HPRT est
surexprimé. Ce résultat est particuliérement intéressant puisque ces génes ont longtemps été
considéré comme des geénes contrdle invariants (« housekeeping genes »), et, ont donc été
utilisés pour la normalisation d’études de I’expression génique, y compris dans les tumeurs.
Des variations d’expression de ces génes de ménage ont pourtant déja été décrites dans
différentes situations biologiques. Par exemple, GAPDH est surexprimé dans les cancers de la
prostate (Rondinelli et al., 1997) et les carcinomes du rein (Vila et al., 2000). Nos données
posent donc le probléme de 1’invariabilité¢ de I’expression du gene GAPDH, géne de ménage

largement utilisé dans toutes les étapes de validation nécessaires a 1’analyse du transcriptome.
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En accord avec nos données, certains auteurs ont proposé qu’il n’existe virtuellement aucun
gene invariant (Lee et al., 2002). Pour exemple supplémentaire, deux différentes sous unités
de ’enzyme NADH déhydrogénase sont régulées différentiellement, puisque la sous unité 2
(MTDN?2) est sous exprimée dans les tumeurs tandis que la sous unité 4 est surexprimée dans
les tumeurs. La KLK-L4 (Kallikrein-Like protein 4), apparentée au facteur PSA (Prostate
Specific Antigen), également sous-exprimée dans le cancer du sein (Yousef et al., 2000), et la
protéase CAPN7 (Franz et al., 1999b) sont toutes deux des protéases possédant des propriétés

pro-apoptotiques sous exprimées dans les tumeurs (Yousef & Diamandis, 2002).

3. Génes localisés en 12p13 et 1q21-22

Nous avons observé une représentation anormalement élevée de genes situés sur le
chromosome 1 (1g21-q22) et le chromosome 12 (12p12-13) dans notre liste finale. Sur un
total de 70 génes, nous trouvons en effet 8 génes sur le chromosome 12 sous exprimés dans
les tumeurs, dont 5 au locus 12p12-13 (GAPDH, LPRP, CLECSF2, PRH, EMP1). De plus, 5
autres clones localisés sur le chromosome 12 sont surexprimés dans les tumeurs, dont 1
localis¢ en 12p12-13 (A2M). Nous avons isolé 1 géne surexprimé dans les tumeurs localisé en
1q31 ainsi que 4 geénes sous exprimés dans les tumeurs localisés sur le chromosome 1, dont 3
localisés précisément en 1g21 (Small Proline Rich Proteins SPRR2&SPRR3, S100A9).
L’expression de la plupart de ces genes est fortement diminuée dans les tumeurs VADS. Or
ces deux régions sont les loci chromosomiques les plus fréquemment amplifiées dans les
cancers du nasopharynx (Chen et al., 1999) et possiblement dans d’autres types de cancer
(Salomon-Nguyen et al., 2000; Sato et al., 2001 ; Singh et al., 2001 ). L’instabilité génétique
de ces régions contribue peut étre aux variations de 1’expression génique mesurées. Ces deux
loci présentent des caractéristiques communes, comme une forte représentation de geénes de la
famille « proline rich » (Tesfaigzi & Carlson, 1999), et la concentration de génes impliqués
dans la différentiation terminale des kératinocytes (Chen et al., 1997). La bande cytogénétique
1q21-22 contient en effet le complexe de différenciation épidermique (Epidermal
Differentiation Complex, EDC), un groupe de genes dont 1’expression est strictement régulée
et dont la fonction est étroitement associée a la différenciation terminale des kératinocytes
(Marenholz et al., 1996). Un complexe de génes associés a I’immunologie, le « NK complex »
est localisé en 12p13. La perte de I’expression des génes en 12p13 et 1q21 pourrait refléter la

dédifférenciation des cellules épithéliales au sein de la masse tumorale. Une autre explication
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pourrait étre une expression particulierement forte de ces genes en rapport avec leur fonction
(protéines structurales), ou encore, un biais particulierement fort des amorces correspondant a
ces genes, leur assurant une forte amplification malgré les phénomenes de compétition entre

amorces dans les sondes « DD ».

A T’opposé, nous avons identifié¢ une série de genes surexprimés au sein de la masse
tumorale qui sont associés aux kératinocytes comme ITGA6 {Intégrine alpha 6 ; (Tarone et
al., 2000)}, DRG1 {Differentiation Related Gene 1 ; (van Belzen et al., 1997)} et APOBEC3,
aussi appelée phorboline 1 (Madsen et al., 1999). Certains transcrits spécifiques des
kératinocytes seraient exprimés a un fort niveau au sein des tumeurs, peut étre en lien avec un
besoin continu des cellules cancéreuses de protéines impliquées dans la biologie des cellules

épidermoides.
4. Comparaison avec une série d’autres études sur les cancers VADS

Récemment est apparue une série de publications établissant des profils d’expression
génique des tumeurs VADS (Al Moustafa et al., 2002; Alevizos et al., 2001 ; Belbin TJ,
2002 ; El-Naggar et al., 2002 ; Leethanakul et al., 2000 ; Mendez et al., 2002 ; Xie et al.,
2000 ). Ces travaux font appel a des systemes fermés comme les membranes Atlas®, et les
puces a ADN commerciales Affymetrix®. Apparemment les génes isolés dans ces diverses
¢tudes sont tres faiblement redondants. Bien que des génes communs soient isolés de manicre
systématique, ces différences de résultats peuvent s’expliquer par des différences de matériel
tumoral ou de stratégie expérimentale (stade tumoral analysé, localisation précise, degré
d’hétérogénéité des tumeurs, technologie employée).

Certaines de ces études ont été complétement (Al Moustafa et al., 2002) ou partiellement
réalisées (lignée NHEK-6168 comme controle normal pour Belbin et al.) a partir de lignées
cellulaires en culture, entrainant une possible déformation des résultats par rapport a
I’expression des genes in vivo dans les tumeurs. De plus, beaucoup de ces études ont été
menées sur une collection de tumeurs d’origines variées au sein de la spheére ORL incluant des
cancers de la cavité buccale, des gencives, des amygdales, du palais, de la mandibule, ou
encore de tumeurs laryngées et pharyngées. L’étude de El Naggar inclut également des
variants phénotypiques atypiques et rares des tumeurs VADS, des tumeurs dites non
conventionnelles. Certaines études se limitent a 1’analyse de tumeurs de la cavité buccale

(Alevizos et al., Mendez et al.), tandis que notre étude est menée strictement sur une autre
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localisation, I’hypopharynx. Les signatures isolées dans ces études sont capables de
discriminer les tumeurs des tissus normaux. Toutefois, elles ne sont pas capables de
discriminer les tumeurs en fonction de leur stade clinique ou de la durée de survie du patient.
El Naggar est capable de discriminer les variants non conventionnels des tumeurs VADS
conventionnelles, mais cette distinction ne nécessite pas de diagnostic moléculaire puisque
ces variants sont phénotypiquement différents des autres tumeurs VADS. Belbin, bien
qu’utilisant des tumeurs de localisation variable, définit deux groupes de tumeurs aux durées
moyennes de survie différentes. Cependant, un nombre important de patients regroupés au
sein de I’un ou I’autre groupe est décédé d’une cause autre que le cancer (4/8 pour le groupe 1
et 4/9 pour le groupe 2) et, I’age moyen des patients des 2 groupes est différent. Au sein de
chacun des deux groupes, des patients ont présenté une absence de maladie au terme du suivi
clinique ou au contraire sont décédés de cancer au cours du suivi clinique. Bien qu’étant un
meilleur élément prédictif que les méthodes concurrentes comme les auteurs I’affirment, cette

collection prédictive de genes implique encore de forts risques de classification erronée.

Parmi la liste des 57 genes connus présentés dans notre travail, 8 génes (14%) sont
également décrits dans ces études concurrentes. Ainsi PON2 (Paraoxanase 2) et ITGA6
(intégrine 06) sont surexprimées dans les tumeurs en accord avec Mendez et al. Xie et al ont,
comme nous, rapport¢ une surexpression de STATI (Signal Transducer and Activator of
Transcription 1) dans les tumeurs nasopharyngées. La cytokératine 13 (Mendez, Moustafa, El
Naggar), SPRR2 (Moustafa, El Naggar), et EMP1 (Alevizos) ont été, en accord avec nos
résultats, décrits comme sous exprimés dans les tumeurs. El Naggar a décrit une surexpression
dans les tumeurs de GJB2 (Gap Junction Protein Beta 2, aussi appelée connexin26) tandis que
nous rapportons sa sous expression. Il est toutefois difficile d’extrapoler la signification de
I’expression dans les variants non conventionnels des tumeurs VADS, en regard de la biologie
de I’épithélium hypopharyngé normal. En contradiction avec Moustafa et Alevizos, nous
avons décrit une surexpression de DRG1 (aussi appelé RTP et Cap43) dans les tumeurs
hypoharyngées. A la différence de ces équipes concurrentes, nous avons validé 1I’expression
de ce geéne par différentes techniques (Virtual Northern blot, Northern blot et PCR en temps
réel). De plus, la protéine Cap43 a déja été décrite comme étant surexprimée dans les tumeurs,
comme cité dans notre article. La différence de profil d’expression observée peut refléter la
disparité¢ des types tumoraux analysés, comme discuté précédemment. La faible redondance

entre notre étude et les études antérieures sur un ensemble hétérogénes de tumeurs VADS
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nous conduit & penser que nous contribuons a mettre en évidence des altérations géniques
propres a la cracinogenese des carcinomes a cellules squameuses.

Cependant, en regroupant les données de toutes ces études, la notre comprise, des voies
métaboliques et des voies de signalisation entiéres apparaissent communément affectées au
cours de la carcinogenese (Figlll.14).

Les voies impliquant les interférons (IFN) et plus particulierement I’IFN y sont clairement
surexprimées dans les tumeurs. Les interleukines telles que IL1, IL8, IL10, IL6 sont
également surexprimées dans les tumeurs. Les génes de la famille TGF, et TGF B en
particulier, sont surexprimés dans les tumeurs. Dans le cas de TGF B, un examen de la
littérature indique un role critique des altérations de 1’expression génique lors la progression
tumorale. La surexpression de TGF B correspond a des stades tumoraux relativement avanceés,
les cellules tumorales ayant acquis une résistance a TGF P et étant alors dotées d’un avantage
sélectif lors de la sécrétion de TGF B, tandis que I’hypoexpression de TGF f est associée aux
stades précoces du développement tumoral (Derynck et al., 2001; Reiss, 1997 ). Certains
genes responsables des interactions intercellulaires comme les intégrines et particulierement
les intégrines a, sont fréquemment surexprimées dans les tumeurs. Le collagéne (et ses
diverses isoformes), la laminine et la fibronectine, responsables de I’adhésion cellulaire, sont
fréquemment surexprimés dans les tumeurs. De méme, les enzymes favorisant la croissance
des tumeurs par dégradation de la matrice extracellulaire, comme les MMPs (matrix
metalloproteinase), les facteurs de croissance VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
PDGEF (Platelet Derived Growth factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), IGF (Insulin-like
Growth Factor) et certaines des protéines associées a leur fonction sont surexprimés dans les
tumeurs. La croissance des divers types cellulaires constituant la tumeur semble donc
stimulée. Les protéines reflétant le stress de 1’environnement tumoral, comme les protéines de
choc thermique (heat shock proteins), sont surexprimées. Les voies impliquant le
plasminogene, également connu pour son implication dans les procédés de cicatrisation
(« wound healing »), sont largement surexprimées dans les tumeurs, comme I’indiquent
I’isolement de uPA (Urokinase Plasminogen Activator), uPAR (uPA receptor), PAIl
(Plasminogen Activator Inhibitor 1), et de PAFah (Plasminogen Activating Factor
Acetylhydrolase, aussi appelée PLA2G7, phospholipase A2 group VII). Les protéines
impliquées dans la dégradation des protéines, 1’'ubiquitine (et les ubiquitin conjugating
enzymes), et le protéasome sont surexprimées dans les tumeurs. La voie des leukotrienes,
impliquée dans les processus immunitaires non spécifiques et inflammatoires, est activée dans

les tumeurs. On sait qu’en cas d’infection ou de blessure, la prolifération est favorisée, et les
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blocages du cycle cellulaire sont parfois levés, ce qui pourrait expliquer la surexpression des
acteurs de ces processus dans les tumeurs. Enfin de nombreuses kinases impliquées dans la
transduction des facteurs promoteurs de la croissance telles que les MAP Kinases (Mitogen
Activated Protein Kinases), JNK (Jun N-terminal kinase) et MEK (MAPK/ERK Kinase) sont

elles aussi surexprimées dans les tumeurs.

Familles de génes isolées/ fonctions Exemples Profil d'expression
isolées dans les diverses études
Interleukines IL1, 1L8, IL10, IL6 T+
Transforming growth factor beta TGF beta, Binding proteins complexe en fonction de la
comme LTBP1 progression tumorale, T+
Enzymes de dégradation de la matrice | MMPs T+
extracellulaire
Facteurs de croissance VEGF, PDGF, FGF, IGF T+
Stress protéines de choc thermique, T+
chaperones
Inflammation/ cicatrisation UPA, UPAR, PAIl, PAFah, T+
PLA2G?7, leukotrienes
Dégradation des protéines Ubiquitin conjugating enzymes [T+
Kinases/transduction des signaux MAP kinases, JNK, MEK T+
extracellulaires
Différenciation des kératinocytes SPRR, kératines, T-
transglutaminases
Cycle cellulaire cyclines T-
TNF alpha TNF alpha et protéines T-
inductibles par TNF alpha

Figure I11.14

A T’opposé, un ensemble de voies sont inactivées dans les tumeurs. Des familles de
genes présentent des profils d’expression différents en fonction de I’effecteur précis envisagé
et peuvent avoir un role crucial dans la carcinogenese des carcinomes. Les petites protéines
riches en proline (SPRR), a I’exception de SPRRI1B surexprimé dans les tumeurs d’apres El
Naggar, semblent généralement trés sous exprimées dans les tumeurs, potentiellement en
relation avec leur rdle supposé¢ dans la différenciation terminale des kératinocytes et
I’établissement de I’enveloppe cornée (Cornified Enveloppe) de 1’épithélium. Egalement li¢es

a la différenciation des kératinocytes, les kératines 2, 4, 15 et 13 sont sous exprimées dans les
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tumeurs, tandis qu’une surexpression a été rapportée pour les kératines 5, 6B, 14, 17 et 16
(des résultats contradictoires existent pour les kératines 17 et 16). Les protéines ribosomiques
(ribosomal proteins) présentent une profil d’expression hétérogene puisque RPL6 et RPL27
sont surexprimées dans les tumeurs et les protéines ribosomales S6, S19, L14, L32 et L36A
sont sous exprimées dans les tumeurs. Les geénes de la famille des cyclines, cycline Al,
cycline BI, cyclineD2 et cyclineG2 sont fréquemment rapportées comme étant sous
exprimées dans les tumeurs. Les geénes reliés au TNF alpha sont fréquemment sous exprimés
dans les tumeurs. Les enzymes comme les transglutaminases 1 et 3 sont sous exprimées dans
les tumeurs, peut étre en relation avec leur activité dans la différenciation des kératinocytes et
la constitution de 1’enveloppe cornée. Les enzymes de détoxification Glutathion S transférase
(bien que surexprimée lors des phénomenes de résistance aux drogues), ainsi que les aldéhyde

déhydrogénases 9 et 10 sont sous exprimées dans les tumeurs.

5. Fréquence élevée des pertes d’expression dans les tumeurs

Tout au long de notre étude, avec toutes les méthodes de validation (Virtual Northern
blot, Northern blot et PCR en temps réel), les événements de diminution d’expression dans les
tumeurs ont été retrouvés a une trés forte fréquence chez les patients, par rapport a une plus
grande hétérogénéit¢ des évenements de surexpression dans les tumeurs. Les pertes
d’expression paraissent plus marquées, fréquentes et homogenes que les éveénements de
surexpression lorsque ’analyse quitte le cadre des pools de patients. Les éveénements de
surexpression, moins fréquemment détectés et plus hétérogénes, semblent correspondre a
I’acquisition par la tumeur de propriétés spécifiques a la tumeur menant a une évolution
clinique différente. Le maintien d’un état normal est, apparemment, un phénomene régulé de
manicre extrémement étroite comme indiqué par le trés faible pourcentage de bandes de DD
présentant un profil différentiel entre les différents pools de tissus normaux. Les pertes
d’expression peuvent étre observées dés les stades précoces (groupe E) de la carcinogenese,
et, pourraient étre dues a la nécessité d’une perte allélique compléte ou une mise sous silence
(silencing) complete de genes impliqués dans des voies de sauvegarde et de surveillance des
cellules (gatekeepers et caretakers). On peut également considérer, cet ensemble
d’événements communs a tous les types tumoraux analysés, y compris les tumeurs précoces,

pourrait refléter une taille assez élevée au moment de I’intervention chirurgicale de ces
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tumeurs. Aussi ces tumeurs ne représenteraient pas idéalement les éveénements les plus
précoces de I’initiation tumorale. L’analyse de notre collection de génes au niveau de Iésions
pré malignes d’origine VADS, en particulier les tumeurs indiennes étudiées par le Dr Ranju
Rahlan, pourrait conduire a I’identification des éveénements spécifiquement impliqués dans
I’initiation tumorale.

De maniére analogue, certains geénes surexprimés identifiés par Mendez sont détectés
précocement dans les 1ésions prémalignes. La majorité des surexpressions dans les tumeurs
étant transversales, il semble qu’un grand nombre de caractéristiques tumorales soit acquis
lors des stades précoces de la carcinogenése. Dans notre étude, la faible proportion des
différences liées a 1’évolution tumorale, provient sans doute du fait de la recherche de génes
prédictifs du devenir tumoral au niveau des tumeurs primaires et non de biopsies de
métastases pour lesquelles une colonisation et une adaptation au tissu envahi ont da avoir lieu.
Les collections établies par analyse de métastases ne sont, par contre, pas nécessairement
prédictives du devenir tumoral a partir d’échantillons tumoraux prélevés lors des stades

initiaux du traitement.
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Partie IV
Comparaison des etudes par puces a ADN
Affymetrix et par Differential Display



A. 2°™ publication

Cette publication (Cromer et al., 2003) traite de I’analyse par puces 8 ADN Affymetrix
d’une série de tumeurs hypopharyngées bien caractérisées au plan clinique (stade, traitement)
et histologique, comparable a celle utilisée pour 1’étude DD. Nous avons ainsi élargi la
recherche de marqueurs pronostiques, sur des génes principalement connus, avec un biais
technologique différent. Cette analyse permet d’identifier des marqueurs potentiels parmi des
geénes connus, et, a priori exprimés a plus fort niveau qu’avec la technique de DD (Lemaire et

al., 2003).
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Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the
sixth most common cancer among men in the developed
world. There is a need, for both clinical and scientific
reasons, to find markers to identify patients with
aggressive disease as early as possible, and to understand
the events leading to malignant transformation and
susceptibility to metastasis. We report the first large-
scale gene expression analysis of a unique HNSCC
location, the hypopharynx. Four normal and 34 tumour
samples were analysed with 12600 gene microarrays.
Clusters of differentially expressed genes were identified
in the chromosomal regions 3q27.3, 17q21.2—q21.31,
7q11.22—q22.1 and 11q13.1-q13.3, which, interestingly,
have already been identified by comparative genomic
hybridization (CGH) as major regions of gene amplifica-
tion. We showed that six overexpressed genes (EIF4Gl1,
DVL3, EPHB4, MCM7, BRMS1 and SART1) located in
these regions are indeed amplified. We report 119 genes
that are highly differentially expressed between ‘early’
tumours and normal samples. Of these, we validated by
quantitative PCR six novel poorly characterized genes.
These genes are potential new markers of HNSCC.
Comparing patients with relatively nonaggressive and
aggressive tumours (without or with clinical evidence of
metastasis 3 years after surgery), we identified 164
differentially expressed genes potentially involved in the
acquisition of metastatic potential. This study contributes
to the understanding of HNSCC, staging patients into
prognostic groups and identifying high-risk patients who
may benefit from more aggressive treatment.
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Introduction

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC),
which affects the oral cavity, the oropharynx, the larynx
and the hypopharynx, is the sixth most common cancer
among men in the developed world. Well-known
risk factors include tobacco and alcohol. Over the
last decades, diagnosis and management have improved,
but not long-term survival rates. The prognosis of
HNSCC is influenced by many factors, such as TNM
staging and pathological grading of differentiation.
However, since these factors are not sufficient
to evaluate outcome, there is a need to identify
molecular biomarkers that will help to stage patients
in prognostic groups and to identify high-risk patients
who may benefit from different treatments. Some genes
have been suggested to be potential prognostic markers
in HNSCC (Quon et al., 2001). However, molecular
markers do not yet contribute to the clinical decision-
making process.

Cancer appears to result from the progressive
accumulation of genetic aberrations. Amplified chro-
mosomal regions may contain dominant oncogenes,
whereas deleted regions may harbour tumour suppres-
sor genes. HNSCC is frequently associated with specific
chromosomal aberrations, including amplification of 3q,
8q, 9q, 20q, 7p, 11q13 and 5p, and deletion of 3p, 9p,
21q, 5q, 13q, 18q and 8p (Gollin, 2001). mRNA
expression levels often reflect these changes. However,
the deregulation of gene expression in cancer is more
complex than a simple relationship between genomic
aberration and gene expression (Platzer et al., 2002;
Pollack et al., 2002).

Expression-array profiling has recently been used to
distinguish between cancer subtypes (Golub et al., 1999)
and stages of progression (Bittner et al., 2000). The
capacity of tumour cells to metastasize could be
acquired early in tumorigenesis (Bernards and Wein-
berg, 2002), and patterns of gene expression can predict
the metastatic outcome of patients with breast (van’t
Veer et al., 2002) and prostate (Singh et al., 2002)
cancer. Microarray analysis of gene expression has been
reported for HNSCC (Leethanakul et al., 2000; Alevizos
et al., 2001; Al Moustafa et al, 2002; El-Naggar
et al., 2002; Mendez et al., 2002), but did not concern
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well-defined stages of tumour evolution in a precise head
and neck site.

Here we describe the first large-scale gene expression
analysis of the hypopharynx, a localization associated
with particularly aggressive behaviour (Genden et al.,
2003). The aim of our study was to identify genes
involved in tumorigenesis, as well as gene expression
patterns that will distinguish tumours that will metas-
tasize from those that will not. We have identified by
microarray analysis genes whose expression differs
between tumours and normal tissues, as well as between

tumours with similar initial stage and histopathological
features but with different clinical outcomes.

Results and discussion

We determined with Affymetrix HG-U95A microarrays
the expression profiles of 34 hypopharyngeal cancer
samples (including 31 individual tumours, two pools of
two and one pool of three additional tumours) and four

Table 1 Patient and sample characteristics
Class Patient  Sample Localiz. T N M Diff Sex Age Treatment after Evolution Actual Overall Disease free
surgery (4) state  survival (5) survival (5)
Normal
N pool(1)* N 18}
N 1047(2)* N U
N (3) 1102* N U
N (3) 1107* N U
‘Early’ tumours
Pool_E PE1* T H 2 0 0 2 M 53 RX 0 D 15 11
PE2* T H 1 0 0 2 M 61 N 0 D 25 15
PE3* T H 2 0 0 2 M 44 N 0 A 41 41
E 1047(2)* T H 2 0 0 1 M 68 RX 0 A 12 12
E 435% T H I 0 0 1 M 72 RX SC A 92 91
E 834* T H 1 0 0 2 M 52 N SC D 61 42
‘Late’ tumours
LR 118 T H 4 2b 0 1 M 51 RX LR D 39 35
LR 429 T H 3 3 0 2 M 58 RX LR D 77 37
LR 684 T H 31 0 3 M 65 RX LR D 40 29
LR 702 T H 3 2 0 3 M 70 RX LR D 5 4
Pool_NM PNM1* T H 3 2b 0 3 M 66 RX 0 D 58 54
PNM2* T H 3 2b 0 2 M 52 RX SC A 44 39
NM 065* T H 4 2¢ 0 1 M 67 RX 0 A 118 118
NM 103 T H 31 0 2 M 55 RX 0 A 143 95
NM 167 T H 4 2¢ 0 2 M 61 RX 0 A 140 86
NM 190* T H 1 2b 0 1 M 70 RX 0 A 63 39
NM 279% T H 3 2 0 1 M 53 RX 0 A 104 104
NM 357 T H 3 2 0 2 M 45 RX 0 A 101 101
NM 409 T H 4 1 0 2 M 43 RX 0 A 116 116
NM 423 T H 2 2b 0 2 M 64 RX 0 A 83 83
NM 847 T H 2 1 0 3 F 63 RX 0 A 67 67
NM 856* T H 3 2b 0 1 M 59 RX 0 A 66 66
Pool_M PM1* T H 2 2 0 3 M 54 RX M D 25 16
PM2* T H 3 2b 0 2 M 54 RX M D 7 5
M 135% T H 3 2 0 2 M 51 RX M D 84 14
M 165 T H 4 2¢ 0 2 M 71 RX M D 22 9
M 203 T H 3 2b 0 2 M 54 RX M D 20 11
M 209%* T H 3 2 0 2 M 62 RX M D 18 8
M 215 T H 4 3 0 2 M 43 RX+CT M D 12 3
M 218 T H 33 0 2 M 56 RX M D 12 8
M 330 T H 3 2b 0 3 M 63 RX M D 7 7
M 408 T H 1 2¢ 0 3 M 49 RX+CT M A 16 1
M 621 T H 33 0 3 M 41 RX+CT M D 34 28
M 629 T H 33 0 2 F 57 RX+CT M D 8 8
M 744 T H 3 2 0 2 M 51 RX M D 9 8
M 829 T H 4 3 0 2 M 69 RX M D 5 1
M 888* T H 3 2b 0 2 M o4 RX M D 26 21
M 933* T H 2 2b 0 2 M 70 RX M D 23 22

Sample type: T =tumour, N =normal; localization (localiz.): H = hypopharynx, U =uvula; T, N and M reflect the TNM nomenclature for tumour
stage; evolution: 0 =no evolution, LR =local recurrence, M = metastasis, SC =secondary cancer; last follow-up status: D =dead, A =alive;
*samples from batch 1. (1) The N pool contains the normal samples corresponding to the tumours in the TE, TNM and TM pools, the E pool
consists of three tumours (PE1, PE2 and PE3), the NM pool two (PNM1 and PNM2) and the M pool two (PM1 and PM2); (2) 1047T and 1047N
are tumour and normal samples from the same patient; (3) samples were macrodissected to avoid nonepithelial cells; (4) RX = radiotherapy treated,
RX + CT =radiotherapy and chemotherapy treated, N =no treatment; (5) in months
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normal samples (including one pool of seven normal
tissues from patients whose tumours are in the tumour
pools). A full description of the clinical data, including
diagnosis and outcome, is shown in Table 1. We used
three different approaches to analyse the data, in order
to identify gene expression signatures of tumorigenesis
and metastatic evolution.

Global gene expression profile

The data from 34 hypopharyngeal cancer and four
normal samples were filtered to exclude genes with low
expression, resulting in a working set of 3962 probe sets
(see Materials and methods, Preprocessing of the data).
We were interested to know if there are patterns of gene
expression that cluster samples and single out particular
subgroups. Unsupervised hierarchical clustering was
used to group samples according to similarity in gene
expression, without prior knowledge of sample identity
and without any gene selection (Figure la). The four
normal (N) samples cluster together, indicating a strong
similarity in their expression profiles. The tumour (T)
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Figure 1 Classification of hypopharyngeal cancer by global gene
expression profiling. Unsupervised hierarchical clustering of 38
tumour and normal HNSCC samples using 3962 working probe
sets with significant levels of expression (a), and 2377 probe sets
selected for being differentially expressed between tumour and
normal by SAM (b). The dendrogram indicates the degree of
relatedness of the samples, the shorter the vertical branch linking
two samples, the closer their expression profiles. The light green
box surrounds the normal (N) cluster, and orange box the tumour
(T) cluster. Gene expression profiles in (b) are represented with a
green to red (lower to higher expression) colour scale
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samples are less similar among themselves than the
normal samples, as represented by the length of the
vertical lines linking them. Cluster analysis can find
coherent patterns of gene expression, but provides little
information about statistical significance. In order to
identify genes that have significant changes in expres-
sion, we used significance analysis of microarray (SAM)
(Tusher et al., 2001). In a three-step process of paired
comparisons (see Materials and methods), we selected
2377 probe sets that are differentially expressed (DE)
between tumour and normal tissues. Unsupervised
hierarchical clustering with the SAM selected genes
resulted in tighter clustering of the normal samples and
clearer distinction from the tumour samples (Figure 1b).
The expression profiles remained more heterogeneous
among tumours than among normal samples. Hetero-
geneity of expression between tumours can be used for
classification (Liu, 2003).

Chromosomal localization of differentially expressed
genes

Genomic aberrations associated with malignant trans-
formation can affect gene expression. Gene expression
profiles of cell lines show that chromosomal modifica-
tions can lead to regional biases in gene expression
(Monni et al., 2001; Phillips et al., 2001). We searched
for similar regional biases with the SAM selected DE
genes using three parameters: local density (LD), the
normalized relative density (NRD) and the nearest
neighbour (NN) score (Materials and methods;
Figure 2). We first showed that the chromosomal
distribution of the total gene set on the microarrays is
representative of the distribution of known genes (data
not shown), which assured us that there is no underlying
bias. We found global high densities of DE sequences on
chromosomes 19, 17 and 22 and very low densities on
chromosomes 13 and Y (Figure 2), which reflects the
overall densities of genes on these chromosomes. We can
distinguish three groups of chromosomal regions
(Figure 2), with different LD, NRD and NN score
characteristics.

The first group, which has the characteristics high
LD, high NRD and small NN scores, consists of four
chromosomal regions (cytobands 2p23.3, 12ql3.12,
22q12.1 and 22ql3.1). The high density of small genes
in these regions could explain their high LD and NRD
with low NN scores. A total of 40 genes are located on
the 28th Mb of chromosome HS02 (2p23.3) and 39 on
the 57th Mb of HS12 (12q13.12; http://www.ncbi.nlm.-
nih.gov/mapview/), which is higher than average (30
genes per Mb). Most of these genes are less than 10 000
base pairs in length. Apparently, the first group
distinguishes four regions with numerous small genes.

The second group, which has the characteristics low
LD, low NRD and high NN scores, consists of 18
chromosomal regions (only the NN score is visible in
Figure 2): cytobands 1p36.33, 2ql4.3-q21.2, 2q35,
4q32.3, 5q31.3, 6p25.1, 6p21.32, 6q13, Tpl5.3, Tpl5.1,
7q22.1, 7q31.1, 7q32.2-q32.3, 9q22.1, 10q26.13—q26.2,
12q23.3—q24.11, 14q11.1-q11.2 and 16q22.1-q23.1. The

w

Oncogene



Hypopharyngeal cancer transcriptome
A Cromer et al

*1@

D NRD NN
6 0 6 0 6
—— —

0 500
—

}lﬂl] Mb

I

HS01

f
:
?

Hs09

Hs17?

THETRETEE S
3= TANL e TR Faat i AR A

Figure 2 Chromosomal distribution of sequences differentially expressed (DE) in HNSCC. Three vertical histograms are shown on
the right of each chromosome. The first histogram represents the local density (LD, labelled D), that is, the number of DE sequences
per million base pairs (Mb; red, overexpressed; green, underexpressed). The second histogram shows the normalized relative density
(NRD) calculated for each Mb where more than six DE sequences are located. The third histogram shows in blue the Mb areas where
at least two consecutive DE sequences have nearest neighbour (NN) scores greater than four (see Materials and methods). Black dotted
boxes surround the strongest clusters. Chromosomes and histograms are drawn to the same scale, and the cytobands are drawn

according to ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/H_sapiens

low density of large genes in these regions could explain
the low LD, low NRD and high NN scores (LD and
NRD are affected by low gene density, but not the NN
score). For example, there is only 1 gene per Mb at
14q11.1-q11.2 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/).
Apparently, the second group points to 18 chromosomal
regions with long genes.

Finally, the third group, which has high LD, high
NRD and high NN scores, is particularly interesting
because it potentially identifies clusters of over- and
underexpressed genes. It consists of 17 chromosomal
regions (cytobands 1p34.1, 1q21.3, 1g23.1, 3p21.31,
3927.3, 7ql1.22, 11ql13.1-ql3.3, 12p13.32, 16pl3.3,
16q11.1, 17p13.1, 17q21.2, 17q25.3, 19p13.13, 19q13.2,
19q13.32—q13.33 and X28). The strongest clusters of
differentially expressed sequences, with the highest LD,
NRD and NN scores, are framed with a dotted line in
Figure 2 (3927.3, 17g21.2, Xq28, 7q11.22 and 11q13.1-
q13.3). Interestingly, four of these regions (all except
Xq28) have been shown to have strong DNA copy
number gains by comparative genomic hybridization
(CGH) in pharyngeal squamous cell carcinoma (PSCC)
(Huang et al., 2002). The correlation is particularly good

Oncogene

on chromosome 3. The cluster in 3p21, consisting of a
maximal density of underexpressed sequences combined
with a high NRD and a high NN score (Figure 2),
corresponds to low DNA copy number by CGH. On the
contrary, the cluster of overexpressed sequences located
in 3q27.3 corresponds to high DNA copy number by
CGH. Interestingly, + 3q (gain at 3q) is known to be
particularly important for the progression of HNSCC
(Redon et al., 2001; Huang et al., 2002) and + 7q and
+17q for PSCC (Huang et al., 2002). Furthermore,
+ 11q12-13 is one of the smallest recurrent chromoso-
mal regions with a high-level amplification (Huang et a/.,
2002), particularly in hypopharyngeal tumours (Muller
et al., 1997). These results suggest that overexpression is
attributable to DNA amplification in these regions.
Some of the genes located in these clusters (3q27.3,
17921.2—q21.31, 7q11.22-22.1 and 11ql13.1—q13.3) are
known to be involved in tumorigenesis, such as PAIl
and PPFIAIl. We were interested in investigating
whether ‘poorly known’ genes with potentially interest-
ing functions in these regions are amplified. We
investigated EIF4G1, DVL3, KRTI17 and KRTI6,
EPHB4, MCM7, BRMSI and SART]1 (Table 2), which
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Table 2 Eight selected genes located in the four chromosomal regions with the highest gene-density bias

NRD  Chromosomal location ~ Genomic location (Mb) Gene AC E/N
1228 3q27.3 180.6 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma (EIF4G1) Q04637 1.78
3q27.3 180.7 Segment polarity protein dishevelled homolog DVL-3 (DVL3) U75651 3.65

950 17q21.31 39.2 Keratin, type I cytoskeletal 17 (Cytokeratin 17) (KRT17) BCO11901 7.57
17q21.31 39.2 Keratin, type I cytoskeletal 16 (Cytokeratin 16) (KRT16) AF061812 8.45

760 7q22.1 98.9 Ephrin type-B receptor 4 precursor (EC 2.7.1.112) (EPHB4) U07695 3.12
7q22.1 98.2 DNA replication licensing factor MCM7 D55716 4.22

556 11q13.1 68.6 Breast cancer metastasis-suppressor | BRMSI1 AF159141 1.93
11ql3.1 68.3 Squamous cell carcinoma Antigen Recognized by T cells (SART1) ABO006198 1.81

NRD = normalized relative density, Mb =million base pairs, AC = accession number, E/N, ‘early’ tumour (E)/normal (N) expression ratio; all the
information on locations and genes was obtained automatically using the Gscope bioinformatics platform (Ripp et a/, in preparation; Materials

and methods)

are involved in translation, signal transduction, epider-
mal differentiation, cell growth, DNA replication,
tumour suppression and regulation of proliferation,
respectively.

Quantitative PCR on genomic DNA showed that
EIF4G1 and DVL-3 from 3q27 are amplified (three
copies or more) in 5/12 and 6/12 patients, respectively,
EPHB4 and MCM?7 from 7922 in 5/12 and 3/12, and
BRMS1 and SARTI from 11ql3 in 5/12 and 5/12
(Figure 3). The two genes from 11q13 were amplified in
the same five patients, indicating that the amplification
covers at least the 350 000 base pairs that separate these
two genes. In contrast, KRT17 and KRT16 from 17q21
were not amplified in the patients analysed, indicating
that gene overexpression is not systematically associated
with DNA amplification. There are several large-scale
studies that compared DNA and RNA levels. About
10% of overexpressed genes were reported to be
amplified (Hyman et al., 2002), whereas about 50% of
amplified genes were overexpressed (Hyman ez al., 2002;
Pollack et al., 2002). However, in another study, only
about 4% of amplified genes were overexpressed
(Platzer et al., 2002). Other approaches to identify
amplified genes based on their genomic distribution
have been reported, which however did not normalize
for gene density (Crawley and Furge, 2002; Kano et al.,
2003). Our approach efficiently highlights genes whose
altered expression may result from changes in copy
number.

Genes differentially expressed in tumorigenesis

We searched for genes involved in tumorigenesis by
comparing gene expression profiles in the four normal
and four ‘early’ tumour samples (Table 1). The ‘early’
tumours are small in size, well or moderately differ-
entiated, with no lymph node involvement. In order to
select differentially expressed genes, we used SAM, a
method for identifying genes with statistically significant
changes in expression (Tusher et al., 2001). In all, 1595
probe sets that are differentially expressed between E
and N were selected, of which 136 probe sets (119
unique genes) exhibit a greater than fivefold change (55
genes up in normal and 64 up in tumours; Tables 3 and
4). The duplicate probe sets, for the same gene, gave
similar results. These 136 probe sets improve the degree

of relatedness of the samples compared to the working
set of 3962 genes (compare the dendrograms in Figure
4a and b).

Among these differentially expressed genes, there are
new or uncharacterized sequences. We verified the
differential expression of six of these novel genes with
quantitative PCR (Q-PCR) on 12 additional hypophar-
yngeal tumours and their matching normal samples
(Figure 5). There was a very good correlation between
the microarray and Q-PCR results. For all six genes,
8-10/12 patients (67-83%) had >2-fold differences
by Q-PCR, whereas 27-34/34 (79-100%) had > 2-fold
differences on the arrays. These results validate the gene
profiling approach, identify potential new markers for
diagnosis, and new genes for the study of the early
molecular changes leading to tumour formation. The
potential functions of these novel genes were investi-
gated by comparing them with neighbouring co-cluster-
ing genes (Figure 4c). ABO11112 clusters with two
mucins, and a blast analysis defines it as ‘transmem-
brane activator and CAML interactor’, but it has not
been described in the literature. Y09538 (LIM-domain
containing) and AF091087 cluster with unknown
sequences (U51712, N74607), a serine protease inhibitor
(AJ228139) and an extracellular matrix protein
(U68186), raising the possibility that they are involved
in extracellular matrix remodelling. Furthermore, the 5’
part of AF091087 resembles the Xenopus laevis mitotic
phosphoprotein 22 (AAM33244). AA418080 clusters
with BMP-1, OSF-2, stromelysin 3 and collagen, linking
it to the extracellular matrix. M69199, a putative GO/G1
switch protein, clusters with IL-1 beta, GLUT3 and
PLOD3, and coincidently IL-1 upregulates GLUT3 in
the ovary (Kol et al., 1997). Finally, the U61836 cluster
does not propose a function, but blast analysis suggests
that it encodes a polyamine oxidase. The study of these
new genes could lead to new diagnosis tools, therapeutic
approaches and mechanistic insights.

Some of the genes revealed by our analysis have
already been reported to be differentially expressed in
HNSCC. We found 12/55 decreased sequences in
common with previous studies, and 35/64 increased
(Leethanakul er al., 2000; Alevizos et al., 2001; Al
Moustafa et al., 2002; El-Naggar et al., 2002; Mendez
et al., 2002) (Tables 3 and 4). Our results correlated very
well with these other studies, except for the one that
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Figure 3 DNA levels measured by quantitative PCR for eight genes with biased chromosomal distributions that are overexpressed in
tumours. DNA from 12 patients was analysed for EIF4G1 and DVL3 in 3q27 (a), EPHB4 and MCM7 in 7q22 (b), BRMSI and
SARTI in 11ql13 region (¢) and KRT17 and KRT16 in 17q12—q21(d). DNA levels were normalized to the GAPDH control. The
normal sample DNA levels were adjusted to a copy number of two, and the relative copy numbers of the tumour samples compared to
their matching normal samples are shown

compared primary cell cultures of tumours and normal
matching samples (Al Moustafa et al., 2002), suggesting
that cell culture influences expression. Our results
correlate well with a laser capture microdissection study

(Alevizos et al., 2001), in that all of the common genes
have the same pattern of expression, suggesting that the
strong differences we observe come from epithelial
components of the samples. The genes in the 129 gene
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Table 3 Sequences decreased in tumours
Rank N/E Unigene Accession Description References
Antioncogene and antiproliferative proteins
24 5.2 Hs.81134 X52015 Interleukin-1 receptor antagonist 1); (2)
41 12.4 Hs.103505 X99977 ARS gene, component B
44 88.3 Hs.76422 M22430 RASF-A PLA2
53 13.0 Hs.75736 J02611 Apolipoprotein D
39 6.3 Hs.75106 M25915 Complement cytolysis inhibitor (CLI) ?2)
5 11.8 Hs.65424 X64559 Tetranectin [®)
59 422 Hs. 183752 AAS532495 Clone = IMAGE-996282 (MSMB)
34 6.8 Hs.2962 AA131149 Clone = IMAGE-587049 (S100P)
Cancer-associated proteins
12 71.9 Hs.80395 X76220 MAL gene exon 1 3)
3 15.9 Hs.79368 Y07909 Progression associated protein (PAP) 1); (5)
18 6.1 Hs.50964 X16354 Transmembrane carcinoembryonic antigen BGPa
23 6.2 Hs.220529 M29540 Carcinoembryonic antigen (CEA)
30 8.0 Hs.20166 AF043498 Prostate stem cell antigen (PSCA)
22 9.2 Hs. 13775 U51712 cDNA/gb=U51712 (SMAP31)
33 7.5 Hs.73848 M18728 Nonspecific crossreacting antigen
28 6.3 Hs.44 M57399 Nerve growth factor (HBNF-1)
46 6.1 Hs.7306 AF056087 Secreted frizzled related protein
Metabolism
25 5.4 Hs.75888 U30255 Phosphogluconate dehydrogenase (hPGDH)
26 5.1 Hs.105435 AF042377 GDP-mannose 4,6 dehydratase
15 5.3 Hs.2533 U34252 Gamma-aminobutyraldehyde dehydrogenase 1); (5)
20 12.0 Hs.233441 M57951 Bilirubin UDP-glucuronosyltransferase isozyme 2
31 8.5 Hs.389 X76342 ADH7 (5)
38 8.4 Hs.575 M74542 Aldehyde dehydrogenase type III (ALDHIII)
8 16.4 Hs.2022 L10386 Transglutaminase E3 (TGASE3) 3)
29 7.1 Hs.334841 U29091 Selenium-binding protein (hSBP)
42 8.3 Hs.5920 AJ238764 N-acetylmannosamine kinase
16 9.1 Hs.81071 U68186 Extracellular matrix protein 1 [®)
Structural proteins
4 7.6 Hs.80342 X07696 Cytokeratin 15 ; (2)
40 59 Hs.74070 X 14640 Keratin 13 (2); (3); (5)
35 16.7 Hs.3235 X07695 Cytokeratin 4 C-terminal region (1); (3); (5)
6 7.2 Hs. 74304 AF001691 195kDa cornified envelope precursor (PPL)
56 8.6 Hs. 158295 X05451 Myosin light chain 3 (MLC-3f)
48 36.3 Hs.931 S73840 Type IIA myosin heavy chain
51 11.8 Hs.78344 AF013570 Smooth muscle myosin heavy chain SM2
37 23.0 Hs.115166 AF045941 Sciellin (SCEL)
1 6.7 Hs.3164 X76732 NEFA protein
58 8.5 Hs.334629 U96094 Sarcolipin (SLN)
Mucous-related
11 6.4 Hs.234642 AB001325 Aquaporine 3 (AQP3) 2)
52 7.0 Hs.221986 U46569 Aquaporin-5 (AQPS)
7 5.4 Hs.89603 J05582 Pancreatic mucin
50 12.6 Hs. 198267 AJ010901 MUCH4 gene, 3 flanking region
2 5.9 Hs.89603 HG371-HT26388 Mucin 1, epithelial, alt. splice 9
60 66.2 Hs.82961 AI985964 Clone = IMAGE-2493903 (TFF3)
55 107.2 Hs.169224 L08044 Intestinal trefoil factor
9 23.8 Hs.64867 AJ228139 LETKI precursor
13 7.4 Hs.8272 AI207842 Clone = IMAGE-1953089 (prostaglandin D2)
Other
47 14.8 Hs.73931 M16276 MHC class II HLA-DR2-Dw12 mRNA DQw!l-beta
49 6.1 Hs.204040 AF004230 Monocyte/macrophage Ig-related receptor MIR-7
45 10.0 Hs.99918 M 54994 Bile salt-activated lipase (BAL)
54 5.1 Hs.250760 F27891 Clone =s4000025D03 (COX6A2)
27 6.0 Hs.75329 AF063002 LIM protein SLIMMER
57 14.4 AF001548 Clone CIT987SK-A-815A9
17 8.2 Hs.16622 Y09538 ZNF185 gene
32 5.1 Hs.64742 ABO11112 KIAA0540 protein
36 5.4 Hs.206501 AF091087 Clone 643 unknown

The rank represents the order of the genes according to SAM score. Numbers refer to: (1) Alevizos et al. (2001); (2) Al Moustafa et al. (2002); (3)

El-Naggar et al. (2002); (5) Mendez et al. (2002). Genes with an underlined reference have an inverted expression pattern
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Table 4 Sequences increased in tumours

Rank E/N Unigene Accession Description References
Tumour invasion and extracellular matrix morphology
3 87.6 Hs.83169 M13509 Skin collagenase (MMP-1) (1)
15 15.5 Hs.83326 X05232 Stromelysin (MMP-3) 5)
12 9.0 Hs. 151738 J05070 Type 1V collagenase (MMP-9)
16 25.2 Hs.2258 X07820 Stromelysin-2 (MMP-10) 4
37 10.6 Hs.155324 X57766 Stromelysin-3 (MMP-11)
6 16.3 Hs.1695 L23808 Human metalloproteinase HME (MMP-12) [®)
20 6.8 Hs.1274 M22488 Bone morphogenetic protein 1 (BMP-1)
61 5.8 Hs.153357 AF046889 Lysyl hydroxylase isoform 3 (PLOD3)
41 36.4 Hs.82085 M14083 Beta-migrating plasminogen activator inhibitor I [®)
22 9.6 Hs.77274 X02419 uPA [®)]
40 13.1 Hs.179657 U09937 Urokinase-type plasminogen receptor
Extracellular matrix proteins
1 10.6 Hs.179573 J03464 Collagen alpha-2 type I (1); (5)
47 7.3 Hs.82985 Y 14690 Procollagen alpha 2(V) 2); (5
11 7.1 Hs.75617 X05610 Type 1V collagen alpha (2) chain [®)
5 5.2 Hs. 119571 X14420 Pro-alpha-1 type 3 collagen (5)
9 7.1 Hs.119129 M26576 Alpha-1 collagen type IV (5)
45 18.3 Hs.82772 J04177 Alpha-1 type XI collagen (COL11AI)
35 18.9 Hs.172928 Y15915 Collagen (typel alphal)/PDGF beta (chimaeric)
57 5.9 Hs.79914 U21128 Lumican 5)
17 6.7 Hs. 111779 J03040 SPARC/osteonectin D); (5)
28 11.6 Hs.204133 X78565 Tenascin-C )
46 36.1 Hs.313 AF052124 Osteopontin
49 5.4 Hs.83551 U19718 Microfibril-associated glycoprotein (MFAP2)
26 5.5 Hs.287820 M10905 Cellular fibronectin 2)
Structural proteins
2 7.6 Hs.2785 719574 Cytokeratin 17 2); (%)
19 10.0 Hs.115947 AF061812 Keratin 16 (KRT16A) (2); (5); (6)
36 5.1 Hs. 119000 M95178 Non-muscle alpha-actinin (5)
23 7.8 Hs.75517 U17760 Laminin S B3 chain (LAMB3) 2); (%)
42 19.7 Hs.54451 715008 Laminin (LAMB?2) (2); (6)
66 16.0 Hs.83450 L34155 Laminin-related protein (LamA3) 2
4 5.4 Hs.121576 AJ001381 Mutated allele of a myosin class 1
Growth and stress response
73 39.4 Hs.624 M28130 Interleukin 8 (IL8) (%)
52 12.7 X04500 Prointerleukin 1 beta 2); (5
54 8.4 Hs.126256 M15330 Interleukin 1-beta (IL1B) ?2)
39 5.6 Hs.93913 X04430 Interferon-beta-2 (IL6)
65 11.3 Hs.789 X54489 Melanoma growth stimulatory activity (MGSA) (D); 2); (5)
25 5.2 Hs.211600 M59465 Tumour necrosis factor alpha-inducible protein A20 (@)
63 6.0 Hs.265827 U22970 Interferon-inducible peptide (6-16) 3); (5)
Other
21 6.2 Hs. 136348 D13666 Osteoblast specific factor 2 (OSF-2) (1); (5)
30 5.0 Hs.90572 U33635 Colon carcinoma kinase-4 (CCK4) [®)
31 6.5 Hs.418 U09278 Fibroblast activation protein (FAP) (5)
33 6.7 Hs.135150 AF030428 Lung type-I cell membrane-associated protein (T1A-2)
51 5.8 Hs.125359 AAT704137 Clone =IMAGE-1119984 (similar to THY1)
59 6.5 Hs.7594 M20681 Glucose transporter-like protein-II1 (GLUT3)
74 10.2 Hs.72879 M77481 MAGE-1 antigen
75 10.8 Hs.36978 U03735 MAGE-3 antigen
58 5.1 Hs. 183648 U22815 LAR-interacting protein la gene (PPFIA1)
53 7.4 Hs.73817 D90144 LD78 alpha precursor (CCL3)
24 5.5 Hs. 118893 D86983 KIAA0230 (peroxidasin) [€))]
29 5.7 Hs.373503 M27826 Endogenous retroviral protease (@)
34 5.0 Hs.91747 AL096719 cDNA DKFZp566N043 (profilin)
71 10.3 Hs.75212 X16277 Ornithine decarboxylase ODC
60 9.9 Hs.79389 D83018 nel-related protein 2
72 5.2 Hs.226307 AL022318 Phorbolin 3
76 8.6 Hs.80962 U91618 Proneurotensin/proneuromedin N
44 7.3 Hs.101850 M11433 Cellular retinol-binding protein (5)
50 11.4 Hs.373503 AA151971 Clone =IMAGE-588365 (similar to S100P)
55 8.9 Hs.8786 AB014679 N-acetylglucosamine-6-O-sulphotransferase (GIcNAc6ST)
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Table 4 continued

Rank E/IN Unigene Accession Description References
56 6.5 Hs.118633 AJ225089 2-5 oligoadenylate synthetase 59 kDa isoform

69 9.6 Hs.105924 AF071216 Beta defensin 2 (HBD2)

67 18.0 Hs.76118 X04741 Protein gene product (PGP) 9.5 2)

43 6.0 Hs.288467 AA418080 Clone =IMAGE-767773

68 7.2 Hs.95910 M69199 GO0S2 protein (@)

48 7.4 Hs.92374 U61836 Putative cyclin G1 interacting protein (C200rf16)

The rank represents the order of the genes according to the SAM score. Numbers refer to: (1) Alevizos et al. (2001); (2) Al Moustafa et al. (2002);
(3) El-Naggar et al. (2002); (4) Leethanakul ez al. (2000); (5) Mendez et al. (2002); (6) Villaret ez al. (2000). Genes with underlined references have an

opposite expression pattern
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Figure 4 Clustering of ‘early’ tumours by gene expression
profiling. Unsupervised hierarchical clustering of the ‘early’
tumours and normal samples with the 3962 working probe sets,
with significant signals (a), and with the 136 probe sets (119 unique
genes) selected by SAM that have a fold change greater than 5 (b).
The neighbouring genes (accession numbers), with the same
expression profiles as the six poorly characterized sequences
selected for further study (boxed), are highlighted in (c). Gene
expression profiles are represented with a green to red (lower to
higher expression) colour scale
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set fall into a number of functional classes. Many of the
genes overexpressed in tumour are involved in the
formation and remodelling of the extracellular matrix,
an important process in tumorigenesis (Kerkela and
Saarialho-Kere, 2003). A number of growth and stress
response genes are also overexpressed in tumours
(Table 4). Genes with decreased expression are involved
in inhibition of proliferation, metabolism, structure and
mucous-related. Interestingly, IL-1 is increased and the
IL-1 receptor antagonist decreased in tumours, a
misregulation associated with predisposition to cancer
(Arend, 2002) and abnormal cell proliferation in acute
myeloblastic leukaemia (Tao et al., 2000).

Potential prognostic genes

We selected genes with potential prognostic value by
analysing the 30 ‘late’ tumour samples. Since tumour

location is an independent predictor of survival, our
study included only hypopharyngeal tumours with
similar histological characteristics (T1-T4 tumours with
Ilymph node involvement and no metastasis at the time
of surgery). Surgical resection was complete for all
patients included in this study (evaluated by a pathol-
ogist for absence of tumour cells in the resection
margins). All the patients received adjuvant treatment
by radiotherapy and four also by chemotherapy. The
samples were divided into three subtypes according to
clinical behaviour 3 years or more after surgery: patient
who did not (NM) or did (M) develop metastases, or
had local recurrence (LR) within 3 years (see Table 1).
The data were normalized by singular value decomposi-
tion (SVD) (Nielsen et al., 2002), which eliminates
potential bias due to the use of two batches of
experiments (see Materials and methods). Unsupervised
clustering using the normalized data for the 3962 working
gene set distinguished NM or M from normal (Figure
6Aa and b), but did not distinguish M from NM (Figure
6Ac). In order to identify markers of metastatic
propensity, genes with different expression patterns
between M and NM were selected by two methods.
Firstly, 80 probe sets were identified with the Student’s z-
test (P<0.02). Secondly, 121 probe sets were selected that
are differentially expressed at least 1.5-fold in at least half
of the samples. The first method selects for homogenous
differences, the second for subgroups. Low fold changes
could arguably be significant if they arise from relatively
few metastatic cells diluted in the tumour mass.
Combining the two approaches gives 168 probe sets
(164 genes; supplementary table) and 33 common probe
sets (32 genes; Tables 5 and 6). Clustering with the 168
probe sets defines two groups of samples and correctly
assigns 24/26 (92%) of the M and NM tumours (Figure
6Ba). We noticed that clustering with the 33 common
probe sets of the 24 correctly assigned samples defined a
set of six M samples that segregate together (on the right
in Figure 6Ca). It is perhaps worth noting that these
patients have a longer overall survival (Table 1), but the
significance of this observation remains to be assessed
with additional samples.

The biological significance of the 168 probe sets was
assessed by adding other samples to the clustering. When
the N group is added, it clusters with the NM group
(Figure 6Bb), suggesting that NM tumours could be
closer to the normal samples than the M tumours.
Similarly, the E samples cluster within NM (Figure 6Bc),
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Figure 5 Differential expression in HNSCC of six poorly characterized sequences. The N/T ratio for underexpressed (a—c) and the T/N
ratio for overexpressed (d-f) sequences are shown. The graphs on the left show the fold changes observed on the microarrays
(normalized to the average of the normal samples), and the graphs on the right the fold changes observed by Q-PCR on hypopharyngeal
samples from additional patients. Expression levels are normalized to ubiquitin, and fold changes are relative to the matching normal

samples

suggesting that NM tumours could be closer to the ‘early’
tumours. With LR, 2/4 cluster with NM and 2/4 in a
separate subgroup (Figure 6Bd). Similar results are
obtained with the 80, 121 and 33 probe subsets (data
not shown). These results raise the possibility that the 164
unique genes (that correspond to the 168 probe sets) may
be characteristic of the tumours that will metastasize, but
do not seem to be associated with local recurrence.

We assigned the 164 unique genes to general functional
categories with a gene ontology resource (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc = GPLI1).
The largest functional group in the poor prognosis M
tumours is cell growth and signalling (supplementary
table), which includes, for example, cyclin D3 involved in
cell cycle control. Genes worthy of note include
autotaxin, fusin (CXCR4) and IL8. Autotaxin (ATX) is

a tumour motility-stimulating protein (Stracke et al.,
1992; Umezu-Goto et al., 2002), which is also angiogenic
(Nam et al, 2001). Fusin has been implicated in
metastasis in prostate cancer, neuroblastoma, ovarian
cancer and melanoma (Geminder et al., 2001; Murakami
et al., 2002; Taichman et al., 2002). 1L-8 contributes to
carcinoma cell invasion in the colon, breast and oral
cavity (Youngs et al., 1997; Li et al., 2001; Watanabe
et al., 2002). NM tumours, with good prognosis, over-
express genes with opposite functions, such as cell
adhesion, intercellular junctions and cell shape (supple-
mentary table). Several of the genes selected from the
comparison of M and NM tumours have been identified
in related studies. Aldehyde dehydrogenase A (van’t Veer
et al., 2002), hypothetical protein HSPC111 (LaTulippe
et al., 2002) and integrin alpha3 (MacDonald et al., 2001)

>

Figure 6 Classification of hypopharyngeal samples by gene expression profiling. (A) Dendrograms from unsupervised hierarchical clustering of M
tumours with normal (a), NM with normal (b) or NM with M (¢) using the 3962 working probe sets with significant expression. (B) Dendrograms
from unsupervised hierarchical clustering using the 168 M versus NM selected probe sets (164 unique genes; see Results) and either the 26 M + NM
tumour samples (a) or the 24 tumours (excluding those that misclustered in (a)) with the normal (b), the early (c) or the local recurrence (d) samples.
(C) Dendrograms from unsupervised hierarchical clustering using the 33 M versus NM common probe set (32 genes) selection (see Results). The
profiles of genes overexpressed in M (b) and NM (c) are represented on a green to red (lower to higher expression) colour scale. Blue boxes surround
NM clusters, pink M clusters and light green N clusters. The two misplaced samples (829 and 167) in (Ba) are not included in (Bb, Be, Bd or C).
Arrowheads point to the samples that were added to the clustering: N in (Bb), E in (Bc) and LR in (Bd)
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Table 5 Genes increased in M tumours

M|NM ratio Unigene Accession Description
2.46 Hs.184736 AL035494 Hypothetical protein FLJ10097
1.94 Hs.89414 L06797 Chemokine (C-X-C motif), receptor 4 (fusin)
1.73 Hs.211602 D80000 SMCI (structural maintenance of chromosomes 1. yeast)-like 1
1.65 Hs.83656 X69549 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta
1.62 Hs. 143482 D63861 Peptidylprolyl isomerase D (cyclophilin D)
1.60 Hs.177556 W26633 Melanoma antigen, family D, 1
1.57 Hs.75260 724725 Mitogen inducible 2
1.55 Hs.178112 M73547 DNA segment, single copy probe LNS-CAI/LNS-CAII
1.52 Hs. 14368 AF042081 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like
1.51 Hs. 83532 X59408 MCP: membrane cofactor protein
1.51 Hs.75847 AL109701 CREBBP/EP300 inhibitory protein 1
1.50 Hs. 194662 S80562 Calponin 3, acidic
1.50 Hs.7594 M20681 Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3
1.48 AL022394 Sequence from 20q
Table 6 Genes increased in NM tumours
NM|M ratio Unigene Accession Description
2.33 Hs.84728 D14520 Kruppel-like factor 5 (intestinal)
2.25 Hs.85266 X53587 Integrin, beta 4
2.13 Hs.5753 AF014398 Inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 2
2.03 Hs. 98485 AF099730 GJB3: gap junction protein, beta 3, 31 kDa (connexin 31)
1.88 Hs.75318 X06956 Tubulin, alpha 1 (testis specific)
1.83 Hs.139851 AF035752 Caveolin 2
1.81 Hs.82237 L24203 Tripartite motif-containing 29
1.81 Hs. 184510 X57348 Stratifin
1.77 Hs.79706 754367 Plectin 1, intermediate filament binding protein, 500 kDa
1.76 Hs.149098 AI888563 Smoothelin
1.67 Hs.2340 M23410 Junction plakoglobin
1.66 Hs. 18141 U42408 Ladinin 1
1.63 Hs.223025 Us9877 RAB31, member RAS oncogene family
1.63 Hs. 122552 ALO031588 G-2 and S-phase expressed 1
1.59 Hs.99910 D25328 Phosphofructokinase, platelet
1.51 Hs.112028 R54564 Misshapen/NIK-related kinase
1.50 Hs.1274 U50330 Bone morphogenetic protein 1
1.35 Hs.82563 D63487 KIAAO153 protein

We investigated whether we could predict if a tumour
is M or NM, using a leave-one-out strategy. We were
unable to predict correctly the subgroup of all the
samples (data not shown). We found that the number of
samples analysed is important for prediction accuracy.
Using five M and five NM samples (microarray batch 1)
for training and selecting genes, and using the remaining
six NM and 10 M (microarray batch 2) for blind
validation, we correctly predicted 62% of blind samples.
In the converse experiment, with more samples for
training, the prediction was improved to 80% (supple-
mentary figure). A total of 98 breast tumours were
needed to generate a predictive signature (van’t Veer
et al., 2002). An analysis of a larger collection of
tumours will be needed to establish whether or not a
useful predictive signature can be identified for hypo-
pharyngeal carcinoma.

Conclusion

We have found a pattern of gene expression that
distinguishes hypopharyngeal tumours from related
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normal tissue. In addition, our study has revealed new
uncharacterized sequences implicated in tumour forma-
tion. In a parallel large-scale differential display analysis
of hypopharyngeal cancer, 1200 sequences were identi-
fied that differ in expression between tumour and
normal (data not shown; Lemaire et al., 2003). In all,
223 are common between the two studies, indicating
that the two approaches are not redundant. Chromoso-
mal aberrations have been shown to occur in HNSCC.
We have identified six new genes that are amplified as
well as overexpressed in hypopharyngeal carcinoma,
using a new analysis method based on genomic
clustering of overexpressed genes. Our study has defined
a set of 164 genes that classify similar histological and
clinical tumours with different outcome on the basis of
expression levels. This signature is an ‘indicator’ but not
a ‘predictor’ of HNSCC outcome, since the number of
samples is not sufficient to crossvalidate the data set.
Many of these sequences are still uncharacterized and
could be major determinants of the capacity to
metastasize. They could contribute to the prediction of
whether a patient with hypopharyngeal cancer will
develop metastases.



Materials and methods

Tissue samples

Primary tumour samples were obtained, with informed
consent, from 38 patients undergoing surgery for hypophar-
yngeal tumours as a primary treatment without previous
radiation or chemotherapy. A tumour fragment was taken
near the advancing edge of the primary tumour (avoiding its
necrotic centre), immediately frozen and stored in liquid
nitrogen. The rest of the tumour was fixed in 6% buffered
formaldehyde and embedded in paraffin for histopathological
analysis. Tumour fragments were composed of at least 70%
cancer cells, as assessed on adjacent histological stained
sections. The TNM system of the UICC was used for
tumour-node-metastasis staging (Sobin and Fleming, 1997).
Tumours were classified into two groups: ‘early’ stage tumours
(T1-T2), without lymph node involvement following histolo-
gical examination of cervical lymph node sections, and ‘late’
stage tumours (mainly T2-T4), with lymph node involvement.
None of the patients presented distant metastasis at the time of
surgery. After surgery, all of the patients received adjuvant
radiotherapy (RX) and four of them radiotherapy combined
with chemotherapy. ‘Late’ tumours were subdivided into no
metastatic (NM), metastatic (M) and local recurrence (LR)
‘propensity’ according to clinical outcome during a 3-year
follow-up (Table 1). Normal samples were collected from the
farthest margin of resection (usually uvula) from eight patients
(seven were pooled). Normal uvula was also obtained from
two nonsmokers, without cancer history, treated by uvulo-
palato-pharyngo-plasty for obstructive deep apnoea syn-
drome. The surface epithelium of the latter samples was
macrodissected, to enrich for epithelial tissue. Total RNAs
were extracted using the RNAeasy* kit (Qiagen, France) with
DNAsel treatment. The quality of the RNA preparation was
examined by agarose gel electrophoresis.

Hybridization

Gene expression profiles were analysed using Affymetrix HG-
U95A microarrays containing probe sets representing ~ 12 650
distinct transcription features. cDNA synthesis, cRNA synth-
esis and labelling, as well as array hybridization, were
performed as described in the Affymetrix user’s manual
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) using 5Sug of total
RNA. The T7 RNA polymerase promoter was incorporated in
the first round of double-stranded cDNA synthesis. This
cDNA was used for in vitro transcription with the ENZO
BioArray High Yield IVT kit, to amplify the RNA and
incorporate the biotinylated ribonucleotides required for
staining after hybridization. The yield and quality of the
cRNA was checked by spectrophotometry and capillary
electrophoresis using the Agilent 2100 Bioanalyser and RNA
6000 LabChip kit (Agilent technology). A measure of 10 ug of
fragmented, biotinylated cRNA was hybridized to the
Affymetrix arrays at 45°C for 16h, as described in the
Affymetrix user’s manual. Washing and staining of arrays
were performed using the GeneChip Fluidics Station 400, and
scanning with the Affymetrix GeneArray Scanner.

Preprocessing of microarray data

Acquisition and quantification of array images as well as
primary data analysis were performed using the Microarray
Suite v5.0 and Data Mining Tool v2.0 Affymetrix software
packages. Microsoft Excel was used for further statistical
analyses. All arrays were globally scaled to a target value of
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800, using the average signal from all gene features and
Microarray Suite v5.0. The data set was filtered for low
expression values prior to statistical analysis. Genes exhibiting
mean values under an arbitrary threshold value of 650 (half of
the mean value of all genes and all chips) among all 38
experiments were eliminated, leaving 3962 working probe sets,
which can be considered to be expressed genes.

The samples were analysed in two hybridization batches,
which are shown in Table 1. For the NM versus M comparison
(Results, Potential prognostic genes section), the results from
two experiments with different batches of microarrays were
normalized by SVD (Alter et al., 2000), using the Matrix and
Linear Algebra package for Excel v1.1 (available at http://
digilander.libero.it/foxes/index.htm). SVD linearly transforms
the expression data from the gene and array matrix to a
condensed ‘eigengene’ and ‘eigenarray’ representative matrix.
A unique eigengene was identified that correlated the best with
the two array batches. The influence of this eigengene and its
corresponding eigenarray was subtracted from all the data
(Nielsen et al., 2002).

Hierarchical clustering

We applied a hierarchical clustering algorithm to the samples
and genes. The algorithm organizes all the data elements into a
single tree. We mean-centred genes and arrays and used
complete linkage clustering (cluster and tree-view at http://
rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm; Eisen er al., 1998). In the
dendrograms, shorter branches connect more similar samples.
The red to green colour scale represents the mean-adjusted
expression values, where red corresponds to higher and green
to lower expression.

Supervised gene selection

To compare tumour (T) and normal (N) patient samples, we
used the Significance Analysis of Microarrays add-in to
Microsoft Excel (Tusher et al., 2001; http://www-stat.stanfor-
d.edu/ ~tibs/SAM/index.html). The genes were selected with
SAM’s default parameters and no minimum fold change to
englobe the largest significant set of differentially expressed
genes. Comparison of E against N results in 1595 significant
probe sets, M against N in 1587 and NM against N in 1590,
resulting in a total of 2377 unique probe sets. To refine the
E versus N comparison, we selected 136 probe sets (119 unique
genes) that have an E/N or N/E ratio greater than 5. Genes
differentially expressed between NM and M patients were
selected by two methods. Firstly, the r-test (P<0.02) identi-
fied 80 probe sets (79 genes). Secondly, 121 probe sets (118
genes) were selected that, for at least half of the samples
of the subtype, exhibit a signal ratio of more than 1.5 bet-
ween the individual samples and the average of the oppo-
site tumour subtype, but never in the opposite subtype.
This gave a combined working set of 168 probe sets (164
unique genes).

Bioinformatics

Bioinformatics analysis was performed using the Gscope
bioinformatics platform (Ripp et al., in preparation) dedicated
to managing large collections of protein or nucleotide
sequences. A five-step protocol was used to localize the
Affymetrix sequences on the human genome and to analyse
their chromosomal distribution. Firstly, 12448 Affymetrix
sequences were automatically located on the human genome
using BLAST (Altschul er al., 1997). Secondly, the local
densities (LD) of Affymetrix sequences per million base pairs
(Mb) were calculated. Thirdly, these densities were related to
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the number of Affymetrix sequences per chromosome. These
relative densities were normalized in relation to relative density
in known genes in the human genome of reference (ftp://
ftp.ncbi.nih.gov/genomes/H_sapiens) as following: NRD =
[(NAffySeq per Mb)/(NAffySeq per chromosome)]/[(Nge-
nesNCBI per Mb)/(NgenesNCBI per chromosome)] x 100,
where NRD is the normalized relative density, NAffySeq
number of Affymetrix sequences, Mb million base pairs
and NgenesNCBI= number of genes known at NCBI.
Fourthly, our analysis focused on the 2377 differentially
expressed (DE) Affymetrix sequences selected by SAM (see
above). Redundancy introduced by multiple probes mapping
to the same gene was eliminated, leaving 2037 unique
sequences. In addition to LD and NRD, we studied the
neighbourhood of the DE sequences. For each of the 2037 DE
sequences, the six neighbouring Affymetrix sequences on either
side were identified. Out of these 12 sequences, the number
of DE sequences was counted to obtain a nearest neigh-
bours (NN) score. Fifthly, the functions of the 2037 DE
sequences were established by automatically searching protein
data banks.

Quantitative PCR on DNA

DNA was isolated from tissue samples by proteinase K
digestion, phenol extraction and ethanol precipitation. A
measure of 25ng was used for PCR amplification with Sybr
Green and the Roche Lightcycler (Roche Molecular Biochem-
icals). Oligonucleotide primers are designed to cross intron/
exon junctions where possible with primer3 (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi).  Their
sequences are: DVL3, 5-TCCATTTTCTAATGGGCTGG-3'
and 5-ACAATGGAGATGCCCAAGAA-3; EIF4Gl, 5'-
GCTGGATGGATTGGGGAGGAG-3' and 5-TGGCCGC-
AGTGGTGTTTTATT-3; KRTI16, 5-CCAGAGACCTG-
GAGGAACAG-3' and 5-CGTCTTCACATCCAGCAAGA-
3’; KRT17, 5¥-CTGGCCCCTACCCCACTTTA-3 and 5-
GAGATGACCCTTGCCATCCTG-3; EPHB4, 5-TCCTGC-
AAGGAGACCTTCAC-3 and 5¥-CAGAGGCCTCGCAAC-
TACAT-3; MCM7, 5¥-CCAGGCAACATCAACATCTG-3
and Y-ATTACAGGCGTGAGCAAACA-3; BRMSI, 5'-
ATTGCCAAGCTGGAGGTG-3 and 5-CTTTCTCTGGG-
CTCCTTCCT-3’; SARTI, 5-TGTCCCGTAGGCCAAGT-
TAC-3 and 5-AGAATCGGCGAGTCAGGAAC-3; GA-
PDH, 5-GGAGCCAAAAGGGTCATCAT-3’ and 5'-
GGCATTGCTGCAAAGAAAGAG-3’; RLPO, 5-AATGT-
TGCCAGTGTCTGTCTG-3 and 5-AAGGTAGAAGGC-
CACATCACC-3'. DNA levels were measured in two inde-
pendent experiments, normalized to GAPDH DNA levels, and
the matching normal samples were normalized to represent
two DNA copies.
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B. Commentaires : comparaison DD/Affymetrix

1. Contribution personnelle et cadre de I’étude

Je n’ai participé que trés épisodiquement, a titre consultatif (participation initiale au
choix des échantillons, au choix des échantillons S et U comme prioritaires, correction du
manuscrit), a cette étude au titre de mon appartenance au groupe « Téte et Cou » et de mon
implication dans les résultats obtenus en DD par les divers expérimentateurs. Cromer et al.
(Cromer et al., 2003) ont mené une analyse par puces 8 ADN Affymetrix de 12600 génes sur
38 échantillons (34 T, 4 N). Anne Cromer a assuré cette étude, assistée par le Dr Régine
Millon du Centre Paul Strauss pour les étapes de validation, entre autres, et, d’Annaick

Carles, bio-informaticienne.

2. Résultats résumes

Cette étude a révélé apres ¢limination du bruit de fond une expression différentielle de
2’377 genes différents entre les tumeurs et les tissus normaux. Un groupe de 119 geénes
apparait qui peut discriminer les tumeurs de stades précoces (E) des tissus normaux (N). Un
autre groupe de 164 geénes est potentiellement capable de distinguer les tumeurs présentant ou
non des capacités métastatiques (M et NM ; anciennement U et S), des le traitement par
chirurgie. Sur les 1°200 séquences uniques isolées en DD, 223 (18,5%) sont également isolées
comme différentielles dans 1’étude Affymetrix, soulignant la complémentarité¢ des ces deux
approches pour aboutir a une meilleure compréhension de la carcinogenése des tumeurs

VADS. Toutefois peu de ces séquences font partie des groupes prédictifs issus du clustering.

3. Comparaison avec le DD

Sur une collection d’un peu plus de 1’200 séquences uniques identifiées en DD (hors
¢tude de chimiorésistance), 428 des séquences sont représentées sur la puce a ADN
Affymetrix. Un tel taux de 36% est cohérent avec le taux de couverture du génome en DD,

estimé par le nombre d’amorces utilisées, puisque la puce Affymetrix examine environ 1/3
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des 30°000-40°000 genes estimés du génome (Lander et al., 2001). Parmi les séquences
validés en DD dans notre publication initiale, certains geénes ont également été détectés
comme différentiellement exprimés dans I’étude Affymetrix. Vingt sept des 70 genes (39%)
1solés dans la publication DD sont présents sur la puce Affymetrix, ce qui demeure cohérent
avec le taux de couverture théorique de notre étude DD. Cependant, au niveau des listes de
genes sélectionnés et confirmés par clustering dans 1’étude Affymetrix, peu de genes sont
communs (8 sur 70). Ces deux approches faiblement redondantes présentent donc des biais et
des capacités différentes. Si les genes identifiés ne sont pas toujours identiques, ils
appartiennent souvent a une méme famille de genes, voire ils sont impliqués dans des
processus biologiques de méme nature. Les protéines structurales (kératines), les
interleukines, les ephrines, les protéines des jonctions serrées (Gap Junction proteins, GJB,
connexin), les protéines dégradant la matrice (MMPs, Kallikrein-like protein 4), les
apolipoprotéines, ou les ubiquitin conjugating enzymes, sont, entre autres, isolées dans ces
deux études. Dans les deux études, il semble qu’une partie de I’expression différentielle au
niveau de I’ARNm soit potentiellement corrélée a des altérations au niveau génomique. Les
deux points chauds isolés en DD, 12p12-13 et 1g21-22 sont également retrouvés dans 1’étude
Affymetrix, puisqu’elles font partie d’un groupe de geénes de localisations surreprésentées,
potentiellement distinctes dans les tumeurs et dans les tissus normaux (groupe 3 : 1q21.3 et
12p13.32).

Du point de vue des geénes candidats, SMAP31 (partic V) fait partie des genes
sélectionnés comme sous exprimés dans les tumeurs, confirmant le profil d’expression de ce

gene obtenu en DD, RN, VN, Northern blot et PCR quantitative (Partie V).

Si on compare la liste totale des geénes potentiellement prédictifs de la nature tumorale
des échantillons en Affymetrix, et la collection des 70 geénes identifiés par DD, on s’apergoit
que la protéine ribosomale L6, la protéine ribosomale L27a et 1’apolipoprotéine L2 sont
décrites comme sous exprimées dans les tumeurs en Affymetrix, en opposition au résultat
obtenu en DD. En ce qui concerne la kératine 13, RTP/DRGI1, PON2, PLAUR et I’intégrine
a6 les résultats sont concordants. La majorit¢ des séquences (62/70) ne sont pas décrites
comme différentielles en Affymetrix, peut étre en lien avec la capacité de la technique DD de
détection de séquences exprimées a faible niveau (exclusion des geénes proches du bruit de
fond du « working set » Affymetrix), ou, avec I’absence éventuelle de ces genes de la puce

Affymetrix.
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J’ai effectué une comparaison supplémentaire, a partir d’une sélection informatique,
de I’ensemble des séquences DD associées a des différences T/N, présentant un profil
d’expression documenté (profil E/N) sur Affymetrix. Trois cent trente neuf (339) séquences
annotées pour les deux techniques sont isolées (28% de la collection DD hors de 1’étude de
chimiorésistance, confirmant le taux de couverture de notre étude DD). Deux cent trente neuf
(239) séquences ont un profil cohérent en DD et en Affymetrix (70,5%) et 100 séquences
présentent un profil inversé¢ (29,5%). Cette apparente divergence des résultats doit Etre
relativisée. Tout d’abord, cette comparaison ne correspond pas a une sélection des séquences
les mieux validées, publiées dans les deux études. Ensuite, le fold change en Affymetrix des
séquences apparemment divergentes est faible. En effet, le fold change moyen des geénes
surexprimés dans les tumeurs (T+) en Affymetrix inversés par rapport au DD est de 1,4 fois
tandis que le fold change moyen des geénes sous exprimés dans les tumeurs (T-) en Affymetrix
inversés par rapport au DD est -1,48 fois. Ces différences sont donc peu significatives
(variation de moins d’un facteur 2). En fait, seuls 32 genes (9,4%) ont un profil contradictoire
entre les deux études avec un fold change supérieur a 2 fois, et, pourraient correspondre a des
divergences significatives. Il est probable que, dans cette comparaison, les apparentes
divergences correspondent aux bruits de fond combinés des deux études.

Les différences observées entre les résultats obtenus en DD et en Affymetrix peuvent
avoir plusieurs causes. Tout d’abord, les deux technologies présentent des biais différents. La
technologie Affymetrix utilise des sondes de type linéaire. En revanche, la technologie du
DD, utilisée pour identifier des séquences faiblement exprimées, nous a conduit a utiliser des
sondes focalisées par PCR avec les amorces HAP. Nous avons déja constaté que les
phénomenes de compétition lors de la PCR ou les limites d’extension des fragments lors de la
PCR (optimum d’environ 800bp) pouvaient expliquer une variation légere des profils obtenus.
Le filtrage des geénes exprimés a faible niveau en Affymetrix, aboutissant au working set de
3962 génes, explique sans doute les différences entre les génes isolés par les deux approches.
I1 est également possible que les régions analysées d’un méme transcrit soient différentes
entre le fragment DD et le « probe set » correspondant Affymetrix, bien que ce dernier soit
censé correspondre a des séquences disposées tout du long du transcrit. L’épissage alternatif,
comme les propriétés des sondes, pourraient expliquer certains résultats éventuellement
divergents. Enfin, les geénes sélectionnés dans 1’é¢tude Affymetrix comme prédictifs de la
nature tumorale du tissu, ont été sélectionnés sur une collection de patients en grande partie

différente de celle utilisée pour 1’étude DD.
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Partie V:
Caracterisation du candidat F1.4 : SMAP31



A. Materiel et méthodes non présentés dans les articles

Je vais présenter, en préambule a la caractérisation des génes favoris, les protocoles

utilisés n’ayant pas déja été décrits dans les articles ou le manuscrit joint précédemment.
1. Immunohistochimie

Les sections ont été déparaffinées par 2 lavages de 10 minutes dans la solution
Histolemon. Un cycle de réhydratation a été entrepris par une série de 2 lavages de 5 minutes
dans de I’éthanol 100%, 80% et 50%. Apres lavage 5 minutes dans de I’eau Millipore (MQ),
les sections ont été bouillies 5 minutes au four micro ondes dans de I’acide citrique pH5.2 et
laissées a refroidir pendant 30 minutes. Apres ringage dans I’eau MQ pendant 5 minutes, les
lames ont été lavées dans un mélange (1 volume H,0, 30%/9 volumes methanol). Les lames
ont ensuite été lavées trois fois 5 minutes dans du PBS. Les sections histologiques ont été
délimitées avec un stylo spécial (Dako pen). Les sections ont été bloquées 20 minutes dans
une solution de PBS 0,05% Tween 20 (PBST) contenant 4% de sérum albumine bovine
(BSA), avant mise en contact avec I’anticorps primaire (sérum purifié ou pré immun) dilué au
1/200°™ dans du PBST / 1%BSA pendant une heure & température ambiante.

Les sections ont été lavées 3 fois 8 minutes dans du PBST avant mise en contact avec
I’anticorps secondaire de chévre reconnaissant les protéines de lapin (Goat Anti Rabbit
Biotynilated, GARB) couplé a la biotine dilué au 1/200°™ pendant 30 minutes dans du
PBST/1%BSA a température ambiante.

Les sections ont été lavées 3 fois pendant 8 minutes dans du PBST pour éliminer I’anticorps
secondaire libre. La streptavidine-peroxydase diluée au 1/200°™ dans du PBS a étét mise en
contact des sections pendant 30 minutes. L’exceés a été éliminé par 3 lavages de 8 minutes
dans du PBS. La section a ensuite été révélée avec le substrat DAB (DAB substrate Kit,
Vektor SK4100) pendant 10 minutes avant lavage a I’eau MQ. Les sections ont ensuite été
traitées au methyl green pour reconnaitre les structures histologiques et déshydratées par
lavage a des concentrations croissantes d’éthanol, puis dans la solution histosol. Apres
déshydratation compléte, les lames ont été montées dans la solution de montage Eukitt.
Comme pour les sections analysées en Hybridation In Situ, une barre correspondant a 50um

est représentée sur les images.
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2. Immunocytochimie

Les cellules ont eté ensemencées sur des boites 6 puits, au fond desquelles des lames
couvre objets avaient été disposées. Les cellules ont adhéré a la surface de la lame, pendant 3h
environ ou 12h suivant la méthode de transfection, puis ont été transfectées. Apres expression
des plasmides 24h, les puits ont été laves 3 fois avec du PBS. Aprés aspiration compléte du
liquide, 500ul d’acétone/méthanol (50%/50%), conservé a -20°C a été ajouté dans les puits.
Ce liquide a été aspiré immédiatement et remplacé par 1,5ml d’acétone/méthanol (50%/50%).
La boite a eté incubée pendant 10 minutes (ou 12h) & -20°C. Le liquide a été éliminé et on a
attendu un sechage complet avant stockage éventuel a -20°C. Lors de la reprise du protocole,
les cellules ont éte réhydratées dans 1ml de PBS pendant 2 minutes. Dans toutes étapes
ultérieures, il est critique d’aspirer le milieu et de le remplacer sans dessechement des
plaques. On a disposé sur les lames 300ul de PBS/3% BSA (Bovine Serum Albumine), et la
réaction de blocage a été poursuivie pendant 30 minutes a température ambiante. On a ajouté
ensuite 1ml de PBS, qui a ensuite été remplacé par 200ul d’une solution de PBS/0,5% BSA
contenant I’anticorps primaire anti-flag (2FL 1B11) dilué au 1/300°™ ou les sérums de lapin
dilués au 1/200°™ ou au 1/1000°™. Des piéces de gaze imbibées de PBS ont été disposées
pour éviter la déshydratation avant incubation 2 heures a 37°C ou alternativement 12h a 4°C
(moindre bruit de fond). La gaze a été récupéree et, sans laisser les plaques se déshydrater,
1ml de PBS a été ajouté dans chaque puits et laissé en contact avec agitation modérée pendant
10 a 30 minutes. Ce lavage a été répété 2 fois avant ajout de 200ul de I’anticorps secondaire
(chevre anti-souris conjugué au fluorochrome Cy3 ou éane anti-lapin conjugué au
fluorochrome Cy3 pour les sérums) dilué au 1/800°™ dans du PBS/0,5% BSA. Des piéces de
gaze imbibées de PBS ont été disposées pour éviter la déshydratation. Les plaques ont été
incubées pendant 1h a 1h30 a 37°C. Aprés récupération des piéces de gaze, 1ml de PBS a été
ajouté a chaque puit, et laissé en contact pendant 10 a 30 minutes avec agitation modérée. Ce
lavage a été repété 2 fois avant élimination du liquide et mise en contact pendant 1 minute
maximum avec une solution de Hoechst/PBS (25ul/5Sml) pour obtenir le marquage des
noyaux. Les puits ont été lavés 3 fois avec 1ml de PBS. Les lamelles couvre objets ont été
récupérées et ont été montées sur des lames porte objets dans une solution de montage (PBS,

glycerol, propyl gallate). Les lames ont été observées sous un microscope a fluorescence.

3. FACS
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Aprés avoir laissé les plasmides s’exprimer dans les cellules pendant 48h, le milieu de
culture est récupére et 3 lavages sont effectués avec 10ml de PBS. Un lavage supplémentaire
est effectué dans 10ml de PBS-EDTA 0.1%. Pour pouvoir analyser les cellules en apoptose en
suspension dans le milieu, tous les lavages sont récupérés et seront centrifugés avec les
cellules trypsinées. Les cellules sont trypsinées avec 1ml de trypsine diluée a température
ambiante, jusqu’a décollement de la boite de culture. La suspension de cellules dans la
trypsine est neutralisée par 3ml de milieu complet DMEM (Dulbecco’s Minimum Essentiel
Medium) +10% de sérum de veau feetal (FCS). Les lavages et la suspension de cellules sont
regroupés et centrifugés pendant 5 minutes a 800 rpm. Le surnageant est éliminé. Dans le
cadre de I’utilisation de I’anticorps anti CD20, les cellules sont reprises dans 50ul de milieu
DMEM 10%FCS + 10ul d’anticorps anti CD20 FITC et incubé pendant 45 minutes a 4°C.
Cette étape n’est pas nécessaire lors de I’utilisation de la GFP-spectrine (Green Flurorescent
Protein-spectrin). Les culots de cellules sont lavés 3 fois avec du PBS, avant d’étre repris dans
200ul de PBS et fixées par ajout goutte a goutte en agitation de 400ul d’ethanol 95%
conservé a -20°C pour une concentration finale de 70% d’éthanol. La fixation a été entreprise
12h a 4°C. Les cellules sont ensuite centrifugées a 1200 rpm (cellules plus petites), et
I’éthanol éliminé. Les cellules sont réhydratées dans 3ml de PBS pendant 30 minutes. Un
lavage supplémentaire dans 3ml de PBS est effectué avant resuspension dans 250ul de RNase
A (Img/ml dans du PBS) et ajout de 250l d’iodure de propidium (50ug/ml dans du PBS).
Les cellules sont incubées 12h a 4°C avant analyse dans le cytomeétre de flux FACSCalibur
(Becton Dickinson) et traitement des données par le programme ModFit LT 3.1.

4. Cultures cellulaires :

La lignée de kératinocytes de peau spontanément immortalisés HaCaT a été cultivée
dans le milieu DMEM + 10% FCS. Les cellules Fadu d’origine pharyngées (apres adaptation)
ainsi que les cellules Det562, isolées d’une tumeur métastatique d’origine pharyngée, ont été
cultivées dans le méme milieu.

Les cellules COS ont été cultivées dans le milieu DMEM + 5% FCS. Les cellules
RPMI2650, originaires de la cavité buccale, ont été cultivées dans le milieu MEM +10%FCS

+ 1mM Sodium pyruvate+ AANE (acides aminés non essentiels) + Glutamine.

5. Transfection
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a. Méthode « JetPEI »

Les transfections ont été menées suivant les spécifications du fabricant sur des cellules
ayant éteé divisées la veille de I’expérimentation, s’étant attachées durant 12h au support pour

atteindre environ 70% de confluence (JetPEI easy protocol ; PolyTransfection).

b. Méthode « BBS » (Phosphate de Calcium)

Les transfections avec la technique BBS (BES buffered solution) ont été réalisées sur
des cellules trypsinées le matin de I’expérimentation, ayant adhéré environ 3h, a une densité
d’environ 30% de confluence. Le milieu de transfection a eté laissé en contact avec les
cellules 12h, puis, les boites ont été lavées trois fois au PBS avant reconstitution du milieu
normal. Les cellules ont ensuite été incubées au minimum 12h pour permettre I’expression

des plasmides.

6. Test de clonogénicité et clones stables

Les cellules ont été transfectées avec les plasmides pSG5 puro Flag, contenant un gene
de résistance a la puromycine, et, I’expression a été maintenue pendant 24h sans sélection. La
sélection pour la résistance a la puromycine a été introduite par ajout au milieu de 25ul de
puromycine 1mg/ml & 50ml de milieu de culture. Le milieu de culture a été changé tous les
deux jours de fagon a éliminer les cellules mortes en suspension, et, a maintenir la sélection.
Les premieres colonies ont pu étre observees entre 5 jours et 7 jours de sélection. Toutefois la
sélection a été maintenue pendant au moins 3 semaines au cours des etapes de repiquage et

d’amplification des clones avant congélation.

7. Western Blotting

Les protéines ont été séparées sur un gel de polyacrylamide constitué d’un gel de
stacking : (5% acrylamide/bisacrylamide 29/1, TrisHCI-SDS pH 6.8) et d’un gel de séparation
(10 a 15% acrylamide/bisacrylamide 29/1, TrisHCI-SDS pH 8.8).

Les protéines ont été soumises a une electrophorése pendant 1 heure a 150 volts dans le
tampon « Tris Glycine SDS PAGE », puis ont été transférées sur membrane de nitrocellulose,

pendant 1h30 a 150 Volts dans le tampon de transfert. La qualité du transfert a été évaluée par
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coloration au rouge ponceau. Les membranes ont été saturées pendant 2h avec la solution
PTMS (PBS Tween Milk solution, contenant, 0,05% de Tween 20, 5% de lait déshydraté).
L’ anticorps primaire (ou le sérum) a été mis en contact avec la membrane 12h a 4°C a des
dilutions variant de 1/1000 a 1/200 suivant la sensibilité de I’anticorps dans la solution PTMS.
Le lendemain, les membranes ont été lavées 3 fois 5 minutes avec du PBST. L’anticorps
secondaire adéquat (Chévre anti lapin pour les sérums, Chévre anti souris pour I’anticorps
flag) couplé a la peroxidase (HRP Horse Radish Peroxydase) a été mis en contact pendant 1h
dans du PBST a une dilution 1/10000. L’exces d’anticorps a ensuite été éliminé par 3 lavages
de 5 minutes avec du PBST. Les membranes ont été révélées par exposition sur film apres
ajout des substrats du kit PIERCE SupersignalSubstrat ECL.

Dans le cas des anticorps anti p-ERK1/2 (Phospho-p44/42 MAP kinase Antibody), le
TBST a été utilise a la place du PBST sur des extraits de cellules transfectées puis cultivées
12h en absence de sérum de maniére a limiter I’activation basale des MAP kinases. Cet
anticorps est détecté avec un anticorps secondaire de chevre anti lapin (Goat anti rabbit). Une
réveélation ultérieure avec I’anticorps anti-TBP (souris) permet de Vérifier la quantité relative

de protéines pour chaque échantillon, apres transfert sur la membrane.
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B. Communication courte sur F1.4/HOP

Nous rapportons dans une communication courte I’implication de HOP dans la
carcinogénese des cancers VADS, suggerant un role éventuellement plus général de

suppresseur de tumeurs de HOP que dans le seul choriocarcinome.
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Summary

We report that HOP is expressed in the suprabasal layer of normal uvula and
expression strongly decreases in hypopharyngeal carcinoma. Interestingly, HOP has very
recently been shown to be a tumour suppressor involved in differentiation, suggesting that

HOP has a similar role in head and neck squamous cell carcinoma (HNSSC).



Introduction

HNSCC occurs through malignant conversion of basal layer keratinocytes of the
epithelium of the upper aerodigestive tract (pharynx, hypopharynx, and larynx) and the oral
cavity. HNSCC is the fifth most common cancer worldwide (Sankaranarayanan et al., 1998)
and the 5-year survival rate is only18% for hypopharyngeal carcinoma (Dimery & Hong,
1993). We have performed Differential Display (DD) (Lemaire et al., 2003) and DNA
microarray (Cromer et al., 2003) analysis of hypopharyngeal tumours to search for new
biomarkers and targets for drug design. In this complementary study, we report that
expression of HOP is strongly decreased in tumours. Interestingly, in a series of recent
independent reports, this protein under different names
(mOB1/HOP/LAGY/NECC1/SMAP31) has been shown to be a potent tumour suppressor
involved in development (Adu et al., 2002; Asanoma et al., 2003; Chen et al., 2002; Chen et
al., 2003; Shin et al., 2002). We show here that HOP is expressed at a precise stage of
epidermal differentiation and its expression is lost in HNSSC, suggesting that HOP may be a

general tumour suppressor gene involved in keratinocyte differentiation.

Materials & Methods

Tumour samples, Northerns and Real-Time Quantitative PCR (RT-QPCR) were as
described previously (Lemaire et al., 2003). The primers sequences were: HOP, 5’-
TCAACAAGGTCGACAAGCAC-3’ and 5’- TCTGTGACGGATCTGCACTC-3’; the
ubiquitous gene RPLPO, 5’- GAAGGCTGTGGTGCTGATGG-3’ and 5°-
CCGGATATGAGGCAGCAGTT -3’. F1.4-pGEMT-Easy: pGEM-T Easy with a 572bp

insert corresponding to SMAP31 (now HOP transcript variant 1, Accession Number



BC014225, nt 675-1246). F1.4 is a DD clone that did not appear to be differentially expressed
by the sensitive Reverse Northern approach we described previously (Lemaire et al., 2003),
but scored differential by other approaches (see Results). In situ hybridisation (ISH) was
performed by a standard technique (Cau et al., 1997; Strahle et al., 1994). Non-radioactive
digoxigenine labelled RNA probes were synthesized from 15ug of linearised F1.4-pGEMT-

Easy (antisense: Aat2 and SP6 RNA polymerase; sense: Spel and T7 polymerase).

Results

We isolated a differentially expressed sequence (F1.4) in a DD analysis of RNA from
HNSCC and matching normal tissue. The sequence corresponded to SMAP31/LAGY, which
at that time was annotated in the NCBI database as a clone under-expressed in
choriocarcinoma versus normal placenta villi (SMAP31) and lung cancer versus normal lung
(LAGY). More recently, it has been called HOP (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002 ) since it
is a homodomain-only protein.

HOP (F1.4) expression in the patients used for the DD was analysed on Virtual
Northern blots, that contain cDNA synthesised by SMART (Lemaire et al., 2003) (Figure
1A). In all 9 matched tumour-normal pairs there was a striking decrease in expression in the
tumours. The major transcript migrates around 1,000 bp, which corresponds to the sizes
reported for HOP [1200 bp, (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002)], LAGY [HOP/LAGY
transcript variants: 1013bp, NM_139212; 989bp, NM_139211, 1265bp, NM_032495, (Chen
et al., 2003)], and NECC1/SMAP31-22, SMAP31-R and SMAP31-12 [980bp, AB059409,
989bp, AB059410 and 1097bp, AB059408 respectively, (Asanoma et al., 2003)]. HOP
expression in other samples was analyzed by Northern blotting (Figure 1B) and slot blotting

(Figure 1C), which do not involve PCR amplification. As expected, the predominant band on



Northerns migrates around 1,000 bp compared to the ribosomal RNA markers (Figure 1B).
HOP expression is decreased in 4 out of 5 matched tumour-normal pairs (Patients 1-5) and in
several individual tumours (lanes 14-17) compared to a pool of normal tissues (lane 18) and
the other normal samples (lanes 3, 5, 8, 11, 13 and 19). On the slot blots, all 10 tumour-
normal pairs have decreased expression in the tumours (Figure 1C, compare samples with
equivalent signals in the RPLO loading controls). Expression of HOP was also decreased in
involved lymph nodes (L; Figure 1B, lanes 2, 7, 10; Figure 1C, columns 14, 17, 20 and 23).

In Situ Hybridization (ISH) of frozen sections was used to localise HOP mRNA
expression (Figure 2). HOP expression was detected in the suprabasal layer of the epithelium
of normal tissue (2A, antisense; 2B, Hematoxylin/Eosin). There was no significant signal with
the sense probe and normal tissue, or with the antisense probe and several tumour samples
(data not shown). The expression pattern is compatible with a role for HOP in epithelial
differentiation.

These results suggested that HOP expression might be associated with the degree of
differentiation of the tumours. To test this possibility, Real-Time Quantitative PCR (RT-
QPCR) was used to measure HOP expression in a panel of 33 hypopharyngeal carcinomas of
different histopathological differentiation status, for which there were 23 matched normal
tissues (Figure 3 and data not shwon). HOP expression was found to be decreased in 22/23
primary tumours compared to normal matched samples, with N/T fold changes ranging from
3.2 to 128 (average = 27 fold). There was no statistically significant difference in HOP
expression between tumours with different features, suggesting that there is no association

between HOP expression and differentiation status (ANOVA, p=0.16).



Discussion

We have shown that HOP expression is strikingly decreased in hypopharyngeal
HNSSC, in 44 out of 46 patients analysed. There was no statistically significant correlation
between residual expression and differentiation grade of the tumours. We also observed
decreased HOP expression in tumours by micro-array analysis (Cromer et al., 2003). HOP
was found to be expressed in the suprabasal layer of the epithelium, pointing to a role in
keratinocytes differentiation.

There is a striking recent convergence of results from several laboratories that indicate
that HOP is an important new tumour suppressor. At the end of 2002, several studies showed
that HOP (mOB1) is expressed during mouse development (Adu et al., 2002) and is involved
in cardiac development (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002). More recently, HOP was shown
to be a choriocarcinoma suppressor gene involved in cytotrophoblast differentiation
(Asanoma et al., 2003), and to be under-expressed in primary lung tumours compared with
normal lung (Chen et al., 2003). HOP is located in a chromosomal region (4q11-q12) that is
frequently deleted in solid tumours, including lung tumours, hepatocellular carcinoma and
bladder cancer (Koo et al., 1999; Petersen et al., 1997; Sakakura et al., 1999; Wong et al.,
1999). Our study provides evidence for a role of HOP in HNSCC.

HOP consists of 73 amino-acids with an unusual 60 amino-acid homeodomain, and is
the smallest homeodomain protein to date. Homeodomain proteins are important for
embryogenesis and development [reviewed in (Chi & Epstein, 2002; Duboule, 1994)]. HOP
does not possess conserved homeodomain residues needed for DNA binding, but modulates
cardiac genes expression by direct interaction with SRF and inhibition of SRF binding to

DNA (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002).



HOP is widely expressed in mouse and human tissues, suggesting it may have an
important role in many cell types. Using adult human tissue dot blots (Clontech ref PT3307-
1), we found expression in oesophagus, lung, placenta, thyroid gland, foetal lung, and brain
(in decreasing order, data not shown). A splicing variant of mOB1, comprising an additional
protein coding exon 5, can be found in cDNA libraries and in nucleotide sequences databases.
We did not detect this variant by RT-PCR (data not shown). The cellular localisation of HOP
is predicted to be mainly nuclear. We found by immunocytochemistry with our specific
antibodies and HaCat spontaneously immortalized keratinocytesendogenous HOP is nuclear
(data not shown) consistent with other studies (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002).

HOP expression has been detected in primary cultures of normal lung but not in lung
tumour derived cell lines (Chen et al., 2003). Similarly, we detected, by semi-quantitative RT-
PCR, expression in primary keratinocytes and HaCat cells, but not in a panel of 15 HNSCC
derived cell lines (data not shown). Reintroduction of HOP in choriocarcinoma cell lines
inhibits cell proliferation and tumour formation in nude mice (Asanoma et al., 2003). We
report that HOP expression is decreased in HNSCC tumours compared to their normal
matched samples, consistent with studies in other cancer types (Asanoma et al., 2003; Chen et
al., 2003). The reduction of HOP/LAGY expression in lung squamous cell carcinoma is
correlated with increasing TNM staging. A complete loss of expression of HOP in two poorly
differentiated lung tumour samples has also been reported (Chen et al., 2003). In our study,
there is no statistically significant association with tumour differentiation, suggesting that loss
of HOP expression is important in all tumours despite the degree of differentiation. We have
shown that HOP is expressed in the suprabasal layer of the upper aerodigestive tract
epithelium, suggesting that it is involved in keratinocyte differentiation. HOP is potentially

responsible for the balance between proliferation and differentiation of cardiomyocytes in



developing heart (Shin et al., 2002). HOP over-expression in choriocarcinoma cell lines
induces the expression of CSH1, a marker of differentiated syncytiotrophoblasts (Asanoma et
al., 2003). Taken together, the results in HNSCC and in other cancer types indicate that HOP

could be an important tumour suppressor gene in a wide range of solid tumours.
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Figure Legends

Figure 1. Analysis of Hop RNA expression by Virtual Northern blots (A), Northern blots (B)
and Northern slot blots (C). Bars indicate Tumour (T) and normal (N) samples from the same
patients [A, Patients 1-10; B, Patients 1-5; C, Patients (Pat.) 1-10]. Comparisons should be
made between matched samples or globally between unmatched samples [B, tumours from
Patients 6-10 and the pool of normal samples (P)]. For the slot blots (C), mRNA was spotted
at 4 concentrations, increasing from the bottom to the top of membranes. RPLPO is the

loading control.

Figure 2. ISH of normal tissue. The uvula was hybridized with an antisense probe (A) or
stained with Hematoxylin/Eosin (B). The black arrowhead indicates the specific stain and the

white arrowhead the basal layer. The bars represent 50um.

Figure 3. Real time quantitative RT-PCR.
HOP expression was analysed in matched tumour and normal samples (1-23) of different
differentiation (diff) status. The values for the tumours (open columns) and matched normal

tissue (black columns) were adjusted according to the RPLPO internal controls.
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C. Caractérisation de F1.4/HOP/SMAP31/NECC1/mOB1

1. Analyse informatique de SMAP31

Une analyse informatique des sites putatifs de modifications post-traductionnelles a
révelé la présence de sites potentiels de glycosylation, ainsi que de phosphorylation (non
décrits dans le manuscrit précédent, FigV.1).

Une prédiction informatique de la localisation subcellulaire de cette protéine par PSORT

(http://psort.nibb.ac.jp/), d’aprés sa composition en acides aminés, a indiqué une présence

prédominante de la protéine au niveau nucléaire (43,5%), une localisation cytoplasmique
partielle (30,4%), une présence partielle au niveau des mitochondries (17,6%) et du
cytosquelette (8,7%). La protéine alors inconnue SMAP31 possédait donc une localisation
nucléaire prédite compatible avec une interférence putative de cette protéine avec le facteur

Pax®6, et, un role éventuel de liaison a I’ADN.

mmmm Site de phosphorylation : Caseine kinase Il
B Site de phosphotylation: Protein kinase C

G F i G G
MSAET ASGPT EDQVE ILEYN FNKVD KHPDS TTLCL IAAEA GLSEE ETQKW FKQRL AKWRR SEGLP SECRS VID
O O O

Domaine Homeobox

Modifications post-traductionnelles potentielles

O sites putatifs de O-glycosylation

G sites putatifs de O-GICNAC
* sites putatifs de phosphorylation

Structure de la protéine de SMAP31

Figure V.1

2. Caractérisation de I’expression dans les lignées cellulaires VADS

L’expression de HOP n’est détectable avec les amorces ayant servi au clonage de la

séquence codante dans aucune des lignées VADS analysées. Il semble, d’apres I’analyse par
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puces a ADN a facon construite a I’IGBMC, que F1.4 est exprimé dans les kératinocytes
primaires HEK-a et faiblement dans la lignée de kératinocytes spontanément immortalisés
HaCaT, qui sera notre modele d’etude de ce clone. Les lignées dérivées de tumeurs d’origine
pharyngée Fadu et Det562, n’expriment pas ou trés faiblement ce clone. L’effet de la
restauration de I’expression de SMAP31 dans ces lignées a été étudie. L’ensemble de ces trois
lignées permet également I’étude des autres clones analysés a titre individuel.

3. Clonage de la séquence codante

Lors de la caractérisation initiale de SMAP31/HOP, I’ORF (Open Reading Frame,
phase ouverte de lecture) prédite contenait deux codons ATG proches. Le role relatif de ces
deux codons n’étant pas connu et les étapes ultérieures de I’étude mettant de toute fagon en
jeu I’utilisation d’une étiquette Flag de 18aa, j’ai préféré cloner la version la plus longue de 91
aa de la séquence codante, possédant 18 aa supplémentaire par rapport a la séquence codante
longue de 73aa maintenant publiée (accession number NP_631958). Cette séquence a été
clonee en phase de lecture dans le vecteur d’expression pSG5 puro Flag, apres amplification
par PCR haute fidélité a partir des échantillons normaux SMART N. Aucune amplification
n’a été obtenue lors de I’amplification en paralléle de I’échantillon de Pool Tumoral T.

4. Etude de la localisation subcellulaire de la protéine transfectée par
Immunocytochimie avec I’anticorps Anti-Flag

Lors de premieres expériences (FigV.4), la localisation avait été observee comme
majoritairement nucléaire ou périnucléaire. Au cours d’expérimentations plus récentes avec la
méthode de transfection JetPEI, contrairement & la localisation attendue comme
majoritairement nucléaire, la localisation a été détectée comme largement cytoplasmique dans
les lignées HaCaT (Fig IV.2) et Fadu (FigV.3). Cette différence peut étre due a une
surexpression intense de la protéine, entrainant une localisation cytoplasmique par saturation

du noyau. Je ne peux exclure un effet des séquences supplémentaires comme du peptide Flag.

121



Cy3

Hoechst

Fusion

=

Immunocytochimie pour HOP-Flag; lignée HaCaT
Trois exemples de localisation avec I’anticorps anti-flag sont montrés (a,b,c) ainsi que
les marquage des noyaux correspondants (c,d,f) et la fusion de ces images (g,h,i).

Figure V.2
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Immunocytochimie pour HOP-Flag; lignée Fadu

Trois exemples de localisation avec I’anticorps anti-flag sont montrés (a,b,c) ainsi que le
marquage des noyaux correspondants (c,d,f) et la fusion de ces images (g,h,i).
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Figure V.3
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Immunocytochimie pour HOP-Flag; lignée Det562

(Expérience ancienne avec la technique de transfection au BBS)

Deux exemples de localisation avec I’anticorps anti-flag sont montrés (a,b) ainsi que les
marquages des noyaux correspondants (c,d).

Figure V.4

5. Obtention d’anticorps spécifiques

Une fois confirmée I’expression différentielle de HOP, par diverses méthodes mettant
en jeu ou non des amplifications par PCR, et, compte tenu du réle potentiel de HOP dans la
biologie de I’épithélium normal indiqué par Hybridation In Situ, des peptides ont été
synthétisés, couplés a I’ovalbumine et injecté a des lapins dans le but d’obtenir des anticorps
polyclonaux spécifiques. De tels anticorps, permettent I’analyse du géne endogéne, et de la
régulation de I’activité de son promoteur dans diverses conditions physiologiques. Chaque
peptide a été injecté dans deux lapins indépendants. Le sérum pré immun et des prélevements
réguliers de la 4°™ & la 8™ semaine aprés injection ont été collectés. A Iissue de la 8™
semaine, une réinduction finale par une seconde injection du peptide immunogéne a été
meneée, et, une récolte finale du sérum a été effectuée apres 4 semaines supplémentaires (final
bleed, FB).

J’ai analysé le profil des bandes détectées pour chaque lapin, pour chaque
préléevement, sur des extraits de cellules COS transfectées par HOP en orientation sens dans

PSG5-Flag (FigV.5A). En plus de bandes surnuméraires de grande taille, une bande tres forte
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de taille proche de 10kD a été détectée, avec notamment le sérum 2037. Cette taille est
cohérente avec la taille attendue de 10,1 kDa (8,1kDa + 18 aa supplémentaires). Cette bande
est de taille identique a la bande détectée par I’anticorps AntiFlag. L’ anticorps AntiFlag ne
produit (entre mes mains, et celles d’une collegue) gu’un signal relativement faible en
Western Blot, bien que le signal soit intense pour d’autres utilisations comme
I’immunocytochimie. Une deuxieme bande d’environ 15kD est détectée, et pourrait étre un
doublet. Il pourrait s’agir d’un variant d’epissage alternatif d’une séquence homologue chez le
singe (cellules COS), comme d’un homologue de I’isoforme longue de HOP (figure 1V.6)
nouvellement intégrée aux bases de données, ou, de protéines possédant une homologie de
séquence tels des facteurs contenant des homéodomaines (famille Pax par exemple). La faible
taille de HOP n’a permis de synthétiser que peu de peptides différents potentiellement
immunogénes. HOP ne contenant presque uniquement qu’un homéodomaine, structure
conservée, il existe un risque de réactivité croisée.

Les échantillons ont été poolés avant purification pour chaque lapin, lorsque cela était
possible. La réactivité des anticorps purifiés a été testée sur la protéine endogene dans la
lignée cellulaire HaCaT, et, un profil identique a été détecté avec le serum 2037 (FigV.5B)
Une grande partie des bandes surnuméraires de haut PM a été eliminée ou fortement atténuée
par la purification. Quelques bandes de grande taille restent cependant présentes dans le
sérum PI.

A. Lapin B.
2028 2029 | 2036 2037

Pl FB Pl FB| PI FB

2037

Pl FB Fra Pur

2028

2029

Pl FB

Sérum lapin 2037 purifié: détection de deux bandes (10 et 15kDa).
Taille attendue 10.1kDa. Méme taille que la bande détectée par Flag

Caractérisation et purification de sérums Anti-HOP.
A. Cellules COS transfectées pour HOP en orientation sense (clone 31S)

B. Protéine endogéne dans la lignée HaCaT
Les sérums pré immuns (P1), final bleed (FB), une fraction intermédiaire de purification (Fra)
et le sérum purifié (Pur) sont présentés.

Figure V.5
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Au cours de I’étude un variant supplémentaire de HOP a été décrit (FigV.6). Compte
tenu de I’existence potentielle de deux isoformes de la protéine HOP (mOBL1 isoformes A et
B), il est important de noter que le sérum 2037 n’est censé détecter que la forme courte,
habituellement decrite de HOP, et, ne détecte pas la version longue, a ce jour mal caractérisée.
La détection sur la protéine endogéne d’un doublet de taille supérieure a la taille attendue
semble donc correspondre a des modifications post-traductionnelles de la protéine, qui
contient des sites potentiels de glycosylation et de phosphorylation, ou, a la détection de
protéines de type Pax ou «goosecoid » contenant un homéodomaine homologue a HOP
(FigVv5B). Cependant, le peptide 2037 ne reconnait qu’une fraction de I’homéodomaine, hors
des hélices let 2, dont I’hélice 3 /4 non fonctionnelle.

dans HOPNECCL/LAGY
mOB1 \L

| Helice 1 | | Helice 2 |
Isoforme A STETC T
Isoforme B E

v
DQVE JFNKVDKHPDSTTLCLIAAEA! REAKVRRSE G CRSVIJ
I FIIRELR B =R QG HOSLL LA DY S Ok

Partie commune Partie variable

48 aa 46 aa
Peptide PG186/ lapin 2037

Variants putatifs de HOP
Figure V.6

6. Caractérisation de I’expression par Immunohistochimie

J’ai voulu confirmer au niveau protéique le profil d’expression de I’ARNm de HOP
obtenu en hybridation In Situ, par I’analyse de tumeurs et de tissus normaux VADS par la
technique d’immuno-histochimie. Le sérum pré immun (Pl) est utilisé comme contréle
négatif. 1l contient quelques bandes de grandes tailles qui peuvent générer un bruit de fond,
compliquant I’analyse visuelle des lames. Nous avons utilisé les serums non purifiés (FB),
plus affins, au prix d’un bruit de fond potentiellement élevé, ainsi que le sérum purifié (Pur)
issus du lapin 2037. Les lames utilisées sont des lames paraffinées de tumeurs, portant des
sections de grande taille dans lesquelles j’ai recherché des zones d’épithélium
histologiquement normal. J’ai également examiné I’expression de HOP au sein de la masse
tumorale.
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Immunohistochimie pour HOP; tumeur 24656 T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, b, d, g), le sérum purifié 2037 (c, e, f, h, i) sont
présentés.

Figure V.7

Immunohistochimie pour HOP; tumeur26312T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, d, g), le sérum purifié 2037 (b, e, h)etle FB
2037 (c, f, i) sont présentés.

Figure V.8
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Le bruit de fond avec le sérum pré immun Pl est fort. Ce bruit de fond fort peut étre
issu des bandes détectées en WB avec le sérum pré immun, étre liée a une concentration trop
élevée du sérum utilisé, ou, étre lié¢ aux conditions de saturation et de blocage de la lame.
L’utilisation de sérum de chevre (Goat serum) plutét que de d’albumine bovine (BSA)
pourrait contribuer a diminuer le bruit de fond. Un marquage moindre dans certains
épithéliums de surface des biopsies nous permet de constater une coloration plus marquée
pour les serums purifiés et FB dans une zone qui semble, en accord avec les résultats d’ISH,
correspondre aux kératinocytes en cours de différenciation, certainement de la couche
granuleuse (FigV.7c,f,i et FigV.8 e,h,f,i par rapport aux images a,d,g de ces figures). Au sein
des masses tumorales, un marquage parfois fort est détecté, sans qu’il soit de maniére
évidente spécifique, puisqu’il est détecté dans un certain nombre de cas avec le PI. 1l semble
cependant qu’une expression clairsemée, en amas de quelques cellules isolées, similaire a

celle observée en ISH, puisse étre specifique.

7. Etude de la localisation subcellulaire endogéne par immunocytochimie
avec I’anticorps spécifique

La localisation de HOP avec I’anticorps purifié a été recherchée dans les lignées
HaCat, Fadu et Det562. L’ anticorps a été utilisé a une dilution 1/1000 et a une dilution 1/200.
La détection de HOP est meilleure a la dilution 1/200, la dilution 1/1000 produisant un
marquage faible, de I’ensemble de la cellule qui pourrait correspondre a du bruit de fond. A la
dilution 1/200, un marquage majoritairement nucléaire est détecté pour les cellules HaCaT
(FigV.9). De maniere surprenante un marquage est détectable, de facon toutefois plus faible,
pour les lignées tumorales VADS Fadu (FigV.10) et Det562 (FigV.11c). Une fraction du
marquage demeure cytoplasmique. Ce marquage cytoplasmique est plus élevé dans la lignée
tumorale Det562, métastatique (FigV.11a et b). L’ anticorps secondaire seul (non présenté)
produit un bruit de fond caractéristique et clairement différent, puisque les noyaux sont
généralement exclus du marquage du bruit de fond, sans doute pour des problemes
d’accessibilité, tandis que le cytoplasme est marqué faiblement. La localisation nucléaire de
HOP dans les cellules HaCaT est cohérente avec les résultats obtenus pour HOP dans le
développement cardiaque (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002) et avec les prédictions

informatiques.
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Trois exemples de localisation avec le sérum 2037 purifié sont montrés a la dilution 1/1000 (a
etb), et aladilution 1/200 (c) ainsi que les marquages des noyaux correspondants (d,e,f) et la
fusion de ces images (a,h,i).

Figure V.9
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Immunocytochimie pour HOP; lignée Fadu

Deux exemples de localisation avec le sérum 2037 purifié sont montrés a la dilution
1/1000 (a et b) ainsi que les marquages des noyaux correspondants (c,d) et la fusion
de ces images (e, ).
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Immunocytochimie pour HOP; lignée Det562
Trois exemples de localisation avec le sérum 2037 purifié sont montrés a la dilution
1/1000 (a), et a la dilution 1/200 (b et ¢) ainsi que les marquages des noyaux
correspondants (d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,i).
Figure V.11
Du fait de la conservation des domaines homéodomaines, il est possible,

particulierement dans les lignées tumorales dans lesquelles HOP n’est que peu ou pas
exprimé, que nous détections également d’autres protéines a homéodomaines (famille Pax

dont certains membres sont exprimés dans les tumeurs).
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E. Etude fonctionnelle préliminaire

1. Etude par FACS

a. Considérations générales sur mes etudes par FACS

De maniére a déterminer la fonction potentielle de mes genes d’intérét (F1.4, B14.4,
99b78, P5.1-non présenté dans cette thése-), validés en VN et NB, j’ai entrepris d’étudier
I’effet de leur surexpression et de I’expression de leur ARN antisens dans des lignées
cellulaires VADS. J’ai utilisé la technique de cytométrie de flux FACS (Flurorescence
Activated Cell Sorting) pour trier les cellules transfectées et analyser la répartition dans le
cycle cellulaire et la population des cellules en apoptose.

De nombreuses conditions ont eté testées pour cette analyse :

- Lignées cellulaires : les lignées cellulaires COS, Fadu, HaCaT, Det562 et RPMI12650 ont été
analysées. La lignée RPMI2650, contrairement aux autres lignées VADS analysées, posséde
une version sauvage de p53, et, est bien caractérisée pour cet usage dans notre laboratoire.

- Choix du marqueur de selection des cellules transfectées : J’ai testé la co-transfection du
marqueur membranaire CD20 qui a entrainé une trés faible détection de cellules positives
avec un anticorps spécifique couplé au FITC) par rapport au contrdle de transfection GFP
(green fluorescent protein). J’ai également testé la GFP-spectrine, protéine de fusion associée
a la membrane et préservee lors des étapes de fixation du protocole. La détection a été
améliorée mais demeure assez faible (10% des cellules détectées par rapport a la GFP).

- Technique de transfection : J’ai testé la méthode BBS ainsi que la méthode JetPEI, qui
fournit un meilleur taux de transfection-évalué par co-transfection de la GFP dans les boites

contrdles-, avec une meilleure reproductibilité.

Malgré de nombreuses tentatives, ces expériences se sont révélées peu informatives,
tantét du fait de la détection d’une faible proportion des cellules transfectées (amelioration
avec la GFP-spectrine), tantdt du fait d’un effet non spécfique d’induction de I’apoptose et de
perturbation de la répartition des cellules dans le cycle cellulaire par la seule transfcetion
(effet observé avec les contrbles pSG5, pSG5 puro Flag et pBSK). La transfection des clones

controles positifs comme p53 et MDMZ2 n’a pas systématiquement entrainé les effets attendus,
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jetant un doute sur les rares effets mesurés avec les clones d’intérét. Les résultats obtenus
(analyse par le programme ModFit LT 3.1) ne sont donc, pour le moment, que des
indications, faute d’avoir été repétés et ameliorés par usage de vecteurs assurant une plus forte

expression, comme pCMV (reclonage effectué dans ce vecteur) ou pCDNA3 par exemple.

b. Résultats pour le clone HOP

Les expériences par FACS n’ont pu apporter que peu d’indications supplémentaires.
La transfection du clone sens SMAPS8S semble entrainer une baisse de la prolifération tandis
que I’expression du clone antisens SMAPGAS pourrait provoguer une augmentation modérée
de la prolifération. Si elles étaient confirmées, ces données seraient compatibles avec les
fonctions associées a HOP comme gene suppresseur de tumeurs dans la différenciation et
dans la limitation de la prolifération. En effet, I’allongement du temps de doublement des
clones stables sur exprimant NECC1/HOP dans les lignées cellulaires deérivées de
choriocarcinomes (Asanoma et al., 2003) semble appuyer les tendances observées. Toutefois
ces résultats doivent étre confirmés. L’utilisation du vecteur pCMV pourrait permettre
d’augmenter les effets observés. La technique d’ARN interférence (RNAI) a I’aide du vecteur
pSUPER pourrait permettre de mieux observer les effets de I’abolition de I’expression du
géne HOP.

2. Clones stables et test de clonogénicité

Une premiere série de tests de clonogenicité a été effectuée dans les cellules HaCaT
(FigV.12A) et Fadu (FigV.12B). Les clones correspondant aux premiéres sequences codantes
clonées dans pSG5 puro flag ont été, outre d’autres anciens clones favoris abandonnés, les
clones F1.4 (HOP) et P5.1. Ce dernier clone, initialement inclus a cette these, correspond a un
géne surexprimé dans les tumeurs, validé en VN et en NB -avec un profil moins robuste que
mes autres favoris- possédant une faible homologie ave les cullines, protéines interagissant
avec le géene suppresseur de tumeurs VVon Hippel Lindau VHL. Cette analyse réalisée aprés
transfection au BBS a genéré un nombre important de clones par boite de culture lorsque le
marqueur de résistance a la puromycine était introduit (pSG5 puro flag, et génes clonés dans
ce vecteur d’expression). Toutefois, dans les cellules Fadu, les différences de nombre de
clones obtenus sur les boites correspondant au contréle pSG5 puro flag, et, les clones HOP et
P5.1 ne sont pas significatives aprés comptage sur une série de 5 boites (FigV.12A). Dans la

lignée HaCaT, le nombre de clones obtenus est significativement différent entre le contréle,
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et, les clones HOP et P5.1. Cependant, il semble que le comportement des 2 plasmides HOP
et P5.1 suive la méme évolution. Le nombre de clones obtenus augmente avec la quantité de
plasmide transfectée et donc, la quantité du marqueur de résistance. Le fait que les plasmides
codant pour HOP et P51 se comportent de maniére similaire, bien que ces deux genes aient
des fonctions a priori opposées, laisse supposer un éventuel effet non spécifique.

Les cellules HaCaT ne sont pas strictement des cellules normales puisqu’elles sont
immortalisees et possedent une version mutée de p53. Si I’effet observé s’avérait spécifique,
I’expression de la protéine HOP entrainerait une moindre croissance que le vecteur vide, en
accord avec un rdle modérateur de la prolifération d’un gene suppresseur de tumeurs

potentiel.
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pSG5 pSG5 PSG5 PSG5 P5.1 P5.1 HOP HOP PBSK pas cellules
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Flag Flag
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Tests de clonogénicité pour HOP
Clones sens et contrOles dans les lignées Fadu (A) et
HaCaT (B).

Figure V.12
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J’ai tenté a deux reprises de répéter ces tests de clonogénicité dans les cellules HaCaT
par transfection du clone sens 8S et du clone antisens 6AS avec la methode de transfection
JetPEI, permettant I’obtention d’un nombre plus éleve de cellules transfectées (contréle GFP).

Malheureusement ces expériences se sont revélées infructueuses.

3. Etude de I’induction par le sérum

L’ obtention d’anticorps contre HOP nous permet d’analyser la régulation de la
protéine endogene. Aprés avoir privé des cellules HaCaT de sérum pendant 24h, et, avoir
ainsi bloqué leur prolifération, I’expression de HOP a été analysée aprés réinduction par le
sérum (FigV.13). L’expression de HOP est faiblement induite (t15 minutes pour le doublet
supérieur, t12h pour la bande inférieure) apres induction par le sérum dans les cellules
HaCaT, suggérant un réle potentiel dans le contrdle de la prolifération. Cette information
fonctionnelle est tres préliminaire car il est reconnu que plus de 1000 génes sont induits par le
sérum.

La fonction de HOP est dépendante d’une interaction avec le SRF (Serum Response Factor)
dans le développement embryonnaire cardiaque, puisqu’elle forme une boucle de régulation
négative des genes induits par Nkx2.5 sur les génes régulés par le SRF (Chen et al., 2002;
Shin et al., 2002 ). Cette induction de HOP par le sérum pourrait aussi étre liée a un controle

négatif des genes induits par le SRF promouvant la prolifération.

Sérum

a
t0 t15° t30° tlh t2h t4h t6h tl2h
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HOP
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1 2 3 4 5 6 7 8

Induction de HOP par le sérum dans les cellules HaCaT
Cinétique sur 12h avec le sérum 2037.

Figure V.13
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4. Etude de I’implication dans la différenciation des kératinocytes

Du fait de I’expression de HOP dans les kératinocytes en cours de différenciation des
couches supra basales de I’épithélium normal, et, des données publiées sur les protéines
identiques & HOP, nous avons décide d’étudier le r6le de cette protéine dans la différentiation
des cellules HaCaT (Fusenig & Boukamp, 1998). Les cellules HaCaT sont des keratinocytes
spontanément immortalisés capables de se différencier lors de I’élévation du niveau de
calcium (CaCl,) dans le milieu de culture (Breitkreutz et al., 1993). In vivo un gradient de
calcium est présent dans I’épiderme, s’exercant de facon croissante de la couche basale aux
couches superficielles (Menon et al., 1985). In Vitro, le calcium induit la différenciation des
kératinocytes (Hennings et al., 1980 ; Yuspa et al., 1989). Les cellules HaCaT peuvent
reconstituer une structure d’épithélium stratifié en co-culture avec des fibroblastes du derme
(Schoop et al., 1999). Bien que non tumorigénique, la lignée HaCaT peut subir une
conversion maligne par transfection de H-Ras (Breitkreutz et al., 1991). La différenciation
peut étre suivie en mesurant I’expression des marqueurs de la différenciation des
kératinocytes que sont les kératines 1/10, correspondant a des cellules en cours de
différenciation, et, la kératine 14, correspondant & des cellules peu différenciées (Breitkreutz
et al., 1991, Schoop et al., 1999). De maniére preliminaire, nous avons donc étudié I’effet de
I’augmentation du CaCl, sur I’expression de la protéine HOP (Fig 1VV.14). Nous avons repris
les conditions et les temps d’induction utilisés dans diverses études visant a mettre en
évidence par micro arrays, puis a confirmer, par RT-PCR et Western blot, I’induction
effective de genes exprimés lors de la différenciation des kératinocytes (Abiko et al., 2003;
Seo et al., 2002 ). 1l semble que I’expression de HOP soit nettement induite dés les 2 premiers
jours aprés induction de la différenciation, puis, diminue dramatiquement entre le 2°™ et le
peéme jour. Une seule bande peut étre détectée, le doublet d’environ 15kDa disparaissant dans
ces conditions de culture, sans explication a ce jour. Cette expression transitoire, en pic, d’un
facteur impliqué dans la différenciation, induisant I’expression d’effecteurs secondaires, est
similaire a I’expression dans la différenciation des myofibroblastes d’un autre de mes anciens
geénes favoris validé en NB, CSRP2 (Weiskirchen et al., 2001). Il convient d’évaluer le role de
la densité cellulaire puisque I’expression de récepteur KGFR (keratinocyte growth factor
receptor), capable de moduler I’équilibre prolifération/différenciation, est sensible a la densité
cellulaire dans les cellules HaCaT (Capone et al., 2000).

Cette expérience reste a compléter en révélant le contrdle TBP (la coloration au rouge

Ponceau était homogeéne apres transfert, la bande TBP devrait étre équilibrée). J’ai da arréter
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cette expérimentation pour entreprendre I’écriture de ma thése. Nous pensons présenter la
caractérisation de I’expression de HOP dans les cancers VADS, en tant que short report, pour
valoriser rapidement le travail déja effectué, et, signaler un réle peut étre plus général de HOP
comme géne suppresseur de tumeur, mis en évidence jusqu’alors dans les seuls

choriocarcinomes et carcinomes du poumon

CaCl2

4

0t t2j 5] 7]

15—
HoP P> -— e .. -~

10 ——
kDa

Expression de HOP lors de la différenciation
induite par le CaCl2 des cellules HaCaT
Cinetique avec le sérum 2037.

Figure V.14
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E. Matériel biologique

Clone F1.4 Résumé

Séquence

Localisation

Géne SMAP31/.HOP

fragment DD dans pGEM-T EASY (Clontech)

CTAAATGTACATAATTAGAAAAGAAAATAACAATAGGAAGCTATGTG
TATCTTCTGTGTAAAGCAGTGGCTTCACTGGAAAAATGGTGTGGCTA
GCATTTCCCTTTGAGTCATGATGACAGATGGTGTGAAAACCATCTAA
GTTTGCTTTTGACCATCACCTCCCAGTAGCAATTTGCTTTCATAATCC
ATTTAGCAATCCAGGCCTCTGTTGAAAAGATAATATGAGGGAGAAG
GGAACACATTTCCTTCTGAA

572bp. BC014225 (HOP
transcript variant 1) 675-1246
(572/572)
/IAF454763 Lagy complete cds
426-997

Protéine correspondante

MSAETASGPTEDQVEILEYNFNKVDKHPDSTTLCLIAAEAGLSE
EETQKWFKQRLAKWRRSEGLPSECRSVTD

HOP , 73 aa, 219bp

Fragment séquence codante (CDS) cloné

GGATCCCCTATGCTCATTTTICCTGGGCTGTTACAGAAGAAGACTGGA
AGAGCGCGCAGGGACCATGTCGGCGGAGACCGCGAGCGGCCCCA
CAGAGGACCAGGTGGAAATCCTGGAGTACAACTTCAACAAGGTCG
ACAAGCACCCGGATTCCACCACGCTGTGCCTCATCGCGGCCGAGG
CAGGCCTTTCCGAGGAGGAGACCCAGAAATGGTTTAAGCAGCGCC
TGGCAAAGTGGCGGCGCTCAGAAGGCCTG

91 aa, 276bp ATG alternatif

Orientation Sens SMAP 8S

Sens

Orientation Antisens SMAP 6AS

Antisens

Protéine correspondante

MLIFLGCYRRRLEERAGTMSAETASGPTEDQV
EILEYNFNKVDKHPDSTTLCLIAAEAGLSEEET
QKWFKQRLAKWRRSEGLPSECRSVTD

Peptides injectés

PG186

AKWRRSEGLPSECRSVTDC

Lapins 2029 & 2037,aa 56 &4 73

PG185

CLEYNENKVDKHPDSTT

Lapins 2028 & 2036,aa 17 a 32

Matériel biologique obtenu pour I’étude de HOP

Figure V.15
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Partie VI
Caractérisation du candidat B14.4 :
hypothetical protein FLLJ10261



A. Caractérisation du candidat B14.4 :
Hypothetical protein FLJ10261

1. Profil DD

Le clone B14.4 contient une séquence surexprimée dans les tumeurs en DD. L’analyse
en Reverse Northern blot a révélé visuellement sur certaines séries d’hybridation de type T/N
DD, une forte surexpression dans le « pool » tumoral. La séquence de ce clone a donc été

déterminée.

2. ldentification

La séquence particuliérement courte, de 80bp, a été identifiée par BLAST comme le
gene inconnu FLJ10261, isolé en tant qu’ADNc complet de 3°052bp a partir d’une banque
d’embryon complet, localisé¢ sur le chromosome 11. Aucune fonction n’était attachée a ce
gene. Une recherche informatique de la séquence codante a indiqué I’existence d’une
séquence codante de 1°800bp correspondant a une protéine contenant 6 domaines
transmembranaires indiqué lors de D’analyse (FigVI 1A) par BlastP et par SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/). Une analyse complémentaire avec le programme
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/), dédi¢ a la prédiction des domaines
transmembranaires, a révélé existence d’un 7°™ domaine transmembranaire, juste sous le
seuil de détection du programme (FigVI.1B). Cette protéine est donc, potentiellement, un
récepteur impliqué dans la transduction des signaux extracellulaires. Ce type de protéines sont
des cibles privilégiées du « drug design » du fait de leur accessibilit¢ et de la synthese
possible de ligands synthétiques ou d’anticorps thérapeutiques, comme le démontrent les
exemples de I’anticorps modifié Herceptin (Trastuzumab) ciblant EGFR, du Rituxan ciblant
I’antigéne CD20 exprimé par les lymphomes des cellules B ainsi que du Gleevec, un
inhibiteur de la tyrosine kinases Abl participant a la carcinogenese des leucémies chroniques
my¢loides (CML) et des tumeurs gastrointestinales (Kim, 2003 ; Shawver et al., 2002).
Récemment une version plus longue de I’ARNm de ce gene a été décrite (Katoh, 2003). Ce

variant code pour une protéine contenant un huitieme domaine transmembranaire, impliquant
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un r6le de transporteur transmembranaire. Cependant, comme pour le variant 7

transmembranaire, une analyse par PipeAlign (http:/igbmc.u-strasbg.fr/PipeAlign/) des

protéines apparentées n’indique une homologie qu’avec trois groupes de protéines. Ces

protéines sont des protéines hypothétiques conservées chez I’homme, la souris et la
drosophile, pour lesquelles aucune information fonctionnelle n’est disponible. Aucune
protéine de fonction connue ne présente d’homologie avec cette protéine, nous fournissant de

ce fait peu d’informations sur son ligand ou ses substrats.

A-Analyse sur SMART (EMBL)

+ Protéine avec 6 domaines transmembranaires
+ 1 domaine putatif de protéine transporteur des acides

gras courts (statistique ment non significaftif)

B- Programmes spécifiques
Programme spécifique prédictif Prédiction des sites potentiels de phosphorylation
des protéines transmembranaires

R o S PR e B ST T T P T

-, .|

TR

- 47 -

=i w
= ]

]

Protéine avec 6 domaines transmembranaires
(7éme sous le seuil mais probable)

Analyse bio-informatique initiale de FLJ10261
Figure VI.1

En outre, des sites de phosphorylation potentiels ont été détectés correspondant
sensiblement aux extrémités des domaines transmembranaires. Ces sites pourraient moduler

I’activité de ce récepteur/transporteur membranaire.

3. Validation en Virtual Northern blot

Une étude en Virtual Northern blot (FigVL.2) a été tentée malgré la faible taille de
I’insert DD (80bp). De fagon surprenante, un signal faible mais clairement détectable a été

obtenu. Une bande diffuse a été détectée dans les échantillons tumoraux de tous les patients
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de type U (patients 4, 7, 8). Deux patients de type E (patients 3, 9), pour lesquels 1’évolution
tumorale n’est pas connue, ont également présenté une surexpression dans les tissus
tumoraux. Ce géne ne s’exprime donc pas chez les patients présentant une absence bien
caractérisée de potentiel métastatique. Le caractére possiblement prédictif de la progression
tumorale de ce géne nous a conduit & cloner sa séquence codante puis a effectuer une
validation complémentaire en Northern blot. La séquence codante de 1800bp (variant 7
transmembranaire, seul connu a I’époque) a été clonée dans le cadre de lecture dans le vecteur
d’expression pSGS5-puro-Flag, de mani¢re a pouvoir exprimer et détecter cette protéine
étiquetée par Flag.

Le Virtual Northern blot a été répété avec la séquence codante compléte et n’a pas
présenté le profil attendu. Une bande de taille inférieure au transcrit attendu a été détectée
comme sous exprimée dans les tumeurs. Un « smear » a ¢été¢ détecté dans les tumeurs
suggérant une synthése incompléte de I’ADNc. Le Northern blot effectué¢ simultanément avec
la méme sonde a confirmé la surexpression de B14.4 dans les tumeurs, mettant en évidence
les limites éventuelles du Virtual Northern blot, lorsque la taille du transcrit est supérieure a

2,5-3kB.

Patient r 2% 3 4° 5% 6* 7° 8° 9 10%*

B14.4 p

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Virtual Northern Blot pour B14.4

Une bande diffuse (d’environ 1200bp est détectée dans les tumeurs de type Early (°)
et Unstable (°). L’expression n’est pas détectée dans les tumeurs de type Stable (*)

Figure VI.2
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4. Validation en Northern Blot

Patient

FLJ10261 P> ' A o
T .N

e e e L L LR
1 2 3 4 5 6 7

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Northern Blot pour FLJ10261

Les tumeurs (T), les ganglions (G) et les tissus normaux (N) des mémes patients ont
été analysés. Une bande d’environ 4kb est détectée comme surexprimée dans les
tumeurs. Le contréle RPLPO est présenté.

Figure VI.3

L’analyse en Northern blot avec la séquence codante de 1°’800bp (FigVIL.3) a révélé
I’expression différentielle de FLJ10261 dans 5/7 patients (1, 2, 3, 7 et 5 marginalement). Une
bande unique a été détectée, d’une taille estimée entre 4 et 4.5 kB, significativement
supérieure a la taille attendue de 3kB dans les bases de données, méme compte tenu du
manque de précision de 1’estimation de la taille sur Northern blot. Ce résultat s’explique sans
doute par I’existence récemment rapportée de variants de taille plus importante de la protéine
FLJ10261 que celui répertorié dans les bases de données lors de notre caractérisation (Katoh,
2003). La version 8 transmembranaire de ce géne pourrait donc €tre la forme effectivement
altérée dans les tumeurs, et, posséder une fonction dans la carcinogenése. Une nouvelle entrée
dans les bases de données, récente (ét¢ 2003) confirme ’existence de ce transcrit plus long
d’environ 1000bp, comportant un domaine transmembranaire supplémentaire (Voir : Avancée
des connaissances plus bas). Une des deux membranes (patients 4 a 7), plus usagée ou
comportant moins de patients altérés pour ce geéne, n’a permis d’hybridation que pour 2 des

cas analysables.

5. Expression dans les lignées cellulaires VADS

Une analyse de I’expression de FLJ10261 a ét¢ menée par RT-PCR semi-quantitative
dans 22 lignées cellulaires (FigVI1.4), principalement d’origine VADS, de mani¢re a

déterminer les systémes cellulaires adéquats pour les études fonctionnelles.
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Analyse de I’expression de FLJ10261 dans des lignées cellulaires par PCR semi-

quantitative
Une bande unique de taille attendue est détectée dans des lignées cellulaires

Figure V1.4

Plus particulierement, FLJ10261 est exprimé dans les cellules Fadu (colonnell),
faiblement exprimé dans les cellules Det562 (colonne2), d’origine hypopharyngée, et, n’est
pas détectable dans les cellules «normales », kératinocytes de la peau spontanément
immortalisés HaCaT (colonnel2). Ces trois lignées sont nos modéles d’études, couvrant
I’expression de tous mes clones d’intérét.

La lignée RPMI2650, dérivée d’une tumeur de la cavité buccale, et, utilisée pour des
expériences d’analyse du cycle cellulaire par FACS, n’exprime pas ou peu FLJ10261

(colonnel6).

6. Caractérisation de I’expression par hybridation In Situ

La sonde a été synthétisée apres clonage de la s€quence codante de 1°800bp. Suivant
les tumeurs analysées, 4 types de profils d’expression ont €té mis en lumiere :
-Aucune expression détectable. La tumeur ne présente apparemment pas d’altération pour ce
gene (FigV1.5c¢).
- Une détection dans des sous régions de nature inconnue au sein des masses tumorales, avec
exclusion de marquage « en champignon » pour d’autres cellules cancéreuses adjacentes, pour
la tumeur 840T (FigVIL.5 aetb).
- Une détection dans les cellules de la couche basale des épithéliums hyperplasiques de
structure encore bien défini pour la tumeur 771T (FigVL7 a,b,c). Cette expression par des
cellules, a potentiel prolifératif illimité, ayant des capacités prolifératives importantes, peu
différenciées, est cohérente avec un role d’oncogene potentiel.
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- Une détection dans toutes les cellules des masses tumorales pour les tumeurs 245T et 413T
(FigVL6 a,b,c). Les tumeurs correspondantes doivent avoir acquis une altération pour ce geéne
a un stade précoce de la carcinogenese, lors de I’initiation tumorale. Cependant la séquence
d’activation de ce gene variable sur le petit nombre de tumeurs analysées ne semble pas étayer

un rdle dans I’initiation tumorale en général.

Hybridation In Situ pour FLJ10261; tumeur 840T et 347T

3 exemples de marquage pour la sonde antisens Spel/T7 (a, b, ¢) sont présentés ainsi que les structures
histologiques correspondantes (d, e, f) et le marquage pour la sonde sens Aat2/SP6 correspondant (g, h, i).
Les sections (a, b, d, e, g, h) correspondenta la tumeur 840T.

Figure VL.5
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Methyl green

Hybridation In Situ pour FLJ10261; tumeur 413T

3 exemples de marquage pour la sonde antisens Spel/T7 (a, b, ¢) sont présentés ainsi que les structures
histologiques correspondantes (d, e, f) et le marquage pour la sonde sens Aat2/SP6 correspondant (g, h, 1).

Figure VI.6

Hybridation In Situ pour FLJ10261; tumeur 771T

3 exemples de marquage pour la sonde antisens Spel/T7 (a, b, ¢) sont présentés ainsi que les structures
histologiques correspondantes (d, e, f) et le marquage pour la sonde sens Aat2/SP6 correspondant (g, h, i).

Figure V1.7
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Lorsqu’un signal est détectable, FLJ10261 est donc exprimé par les cellules peu
différenciées a potentiel prolifératif élevé, comme les cellules de la couche basale de

I’épithélium et les cellules cancéreuses.

7. Etude de la localisation subcellulaire de la protéine transfectée par
Immunocytochimie avec I’anticorps Anti-Flag

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour FLJ10261-Flag; lignée HaCaT
Trois exemples de localisation avec 1’anticorps anti-flag sont montrés (a,b,c) ainsi que
les marquages des noyaux correspondants (c,d,f) et la fusion de ces images (g,h,1).

Figure VI.8
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Cy3

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour FLJ10261-Flag; lignée Fadu
Deux exemples de localisation avec I’anticorps anti-flag sont montrés (a,b) ainsi
que les marquage des noyaux correspondants (c,d) et la fusion de ces images (e, f).

Figure V1.9

De maniére surprenante, dans quelques cellules HaCaT transfectées, un signal est
parfois détectable au sein du noyau (FigVI.8a). Cependant, les cellules transfectées présentent
en général un marquage de toute la cellule qui pourrait correspondre a un marquage
membranaire (FigVL.8 b et c). Dans les cellules Fadu (FigVIL.9 a et b), il semble que les
prolongements membranaires sont encore d’avantage marqués, indiquant une localisation
membranaire potentielle. On ne peut exclure que le marquage soit cytoplasmique en I’absence

d’une analyse complémentaire par microscopie confocale.

8. Obtention d’anticorps spécifiques

Les sérums correspondant a 4 peptides ont été testés. La plupart des sérums pré

immuns détectent de nombreuses bandes non spécifiques sur des extraits de cellules COS
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transfectées par le clone pSGS5 puro-flag 12S, exprimant la protéine FLJ10261

transmembranaire étiquetée par Flag (FigVI.10A). Parmi de nombreuses bandes, une bande
de taille attendue (70kDa attendus) a été détectée de maniére croissante avec les sérums des
semaines successives apres immunisation. Une purification a été nécessaire, compte tenu du
nombre ¢levé de bandes non spécifiques détectées. Au cours de cette purification, la plupart
des bandes non spécifiques ont été éliminées. Seul le sérum 2069 permet la détection d’une

bande de taille attendue sur la protéine endogene dans les cellules Fadu (FigVI.10B).

Sérum 2063 2065 2067 2069
A p|W4&—> FB Plw4= FB

—
R R RS B

TT T %7

S et n R

Sérum 2063
pi fbpur.

2070
P’

- » TN

206542066
pi fbpu plfbpur

206742069
Pl PP

70 kDa
attendus

Caractérisation et purification de sérums Anti-FLJ10261
A- Cellules COS transfectées pour B14 1285 (sens)
B-Protéine endogene dans la lignée Fadu

Les sérums pré immuns (PI), final bleed (FB), ainsi que les différentes semaines d’immunisation
(W) et le sérum purifié (Pur) sont présentés.

Figure VI.10

Dans une moindre mesure, le sérum 2067 permet la détection d’une bande unique, de taille

nettement inférieure a la taille attendue. Cette taille pourrait éventuellement résulter d’un

147



clivage ou d’une modification de la protéine endogene. Le sérum pré immun correspondant ne

détecte que peu de bandes non spécifiques.

9. Etude de la localisation subcellulaire endogene par immunocytochimie
avec I’anticorps spécifique

a. Lignée Hacat

Cy3

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour FLJ10261; lignée HaCaT

Trois exemples de localisation avec le sérum 2069 purifié sont montrés a la dilution 1/1000 (a),
a la dilution 1/200 (b) et sans anticorps primaire (c) sont présentés ainsi que les marquages des
noyaux correspondants (d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,1).

Figure VI.11

La lignée HaCaT n’exprime que peu ou pas le géne FLJ10261 (avec les amorces
utilisées en RT-PCR semiquantitative). Cependant une localisation trés particuliére et tres
délimitée est observée, la protéine apparaissant localisée sous forme de « corps nucléaires »
finement délimités (FigVI.11 a et b). Il pourrait s’agir de grands complexes au sein desquels

adviennent les phénomenes d’épissage, appelés « speckles ».
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Une localisation nucléaire de certains récepteurs possédant une activité tyrosine kinase
(RTK) a déja été rapportée, et, les fonctions de ces protéines au niveau nucléaire sont de plus
en plus étudiées. Les complexes entre les facteurs de croissance et leurs récepteurs ne
demeurent en effet pas a la surface de la cellule au niveau des membranes, comme synthétisé
par Carpenter {Revue, (Carpenter, 2003)}. Avant d’étre rapporté pour des récepteurs a
activité tyrosine kinase, ce type de mécanisme a été rapporté pour d’autres récepteurs et
d’autres protéines transmembranaires. Le récepteur Notch est clivé en deux fragments apres
liaison de son ligand, par ’action séquentielle de deux protéases localisées dans la membrane.
De maniére comparable, la protéine précurseur de la maladie d’Alzheimer (APP) est clivée
par protéolyse et module I’expression de geénes cibles (Gao & Pimplikar, 2001). Le ligand
Delta de Notch est également une protéine transmembranaire, dont la protéolyse, et une
fonction nucléaire subséquente, est régulée par Notch (Bland et al., 2003). La cycline D1 est
un geéne cible direct de Notch (Jeffries et al., 2002). Notch inhibe la transactivation par AP-1
au niveau nucléaire (Chu et al., 2002).
Les récepteurs a activité tyrosine kinases existent sous deux formes: la forme intacte
membranaire et la forme soluble de leur fragment cytoplasmique apres clivage. Le mécanisme
d’acheminement de la forme cytoplasmique jusqu’au noyau n’est pas connu. En particulier,
les récepteurs de la famille ErbB sont exprimés dans les cellules épithéliales et sont activés
par liaison de leur ligand EGF (Epidermal Growth Factor). Le récepteur a activité tyrosine
kinase ErbB-4 est activé par clivage, apres liaison a son ligand et internalisation de la
membrane, ou, apres activation de la protéine kinase C par le TPA sans internalisation. Le
clivage résulte en la libération de la forme soluble dans le milieu extracellulaire, ou, dans les
vésicules intracellulaires en cas d’internalisation des membranes. Le clivage des protéines
RTK est effectué par deux types d’enzymes protéolytiques, TACE (Tumor Necrosis Factor o
Converting Enzyme) et PS-1 (y secretase). TACE clive le domaine extracellulaire du
récepteur tandis que PS-1 clive le domaine intracellulaire, qui va pouvoir étre redirigé vers le
noyau et s’y accumuler. Il est intéressant de noter que TACE est également une protéine
possédant un domaine transmembranaire, possédant une activit¢é métalloprotéase dans son
domaine extracellulaire.
Une isoforme non clivable de ErbB-4, ne possédant pas de domaine extracellulaire a été isolée
dans des tumeurs humaines. Dans le cas de ErbB-1, la liaison du ligand au récepteur est
nécessaire au clivage et a la localisation nucléaire. ErbB-3 a ¢été rapport¢ comme
constitutivement nucléaire sous forme non clivée. L’addition de son ligand influence les

proportions de ErbB-3 entre le noyau et le cytoplasme. FGFRI (Fibroblast Growth Factor
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Receptor I) est localis¢é dans le noyau en présence de FGF. La localisation nucléaire
impliquerait la protéine importin  (Reilly & Maher, 2001).

Les données concernant une fonction nucléaire des RTK ont principalement été rapportées
pour ErbB-1. En effet, ErbB-1 est capable de lier une séquence spécifique (ATRS,
adenosine/thymidine —rich sequence) dans les promoteurs de génes cibles (Lin et al., 2001).
ErbB-1 se lie au promoteur de la cycline D1. L’inhibition de D’activité de PS-1 bloque
I’inhibition de croissance par le ligand heregulin. FGFRI agirait comme un facteur de
transcription sur le promoteur de FGF2. Certains auteurs indiquent que la constitution d’un
stock cytosolique de FGFRI résulte d’une association instable de ce récepteur avec la
membrane (Myers et al., 2003). Un autre réle proposé des RTK est I’adressage de facteurs
associés a leur domaine de récepteur jusqu’au noyau.

Outre la famille ErbB, d’autres protéines de type RTK comme CSF-1, c-Kit, MGF, Ax1,
TrkA, Met, et Tie-1 sont clivées dans leur domaine extracellulaire. Cependant le clivage du
domaine intracellulaire par PS-1 n’a pas ét¢ démontré. L’ensemble de ces RTK sont présentes
dans le nucléoplasme et ne sont apparemment pas associées a 1’enveloppe nucléaire

Des protéines transmembranaires sont retenues a la membrane du réticulum endoplasmique,
et, sont solubilisés puis dirigés vers le noyau aprés clivage. En particulier, des facteurs de
transcription transmembranaires sont piégés dans le réticulum endoplasmique. Les Sterol
regulatory element binding proteins SREBP-1 et SREBP-2 ainsi que les facteurs de
transcription ATF6 et beta sont clivés par la sérine protéase Sitel protease (SP-1), puis, par la
métalloprotéase Site-2 protéase (SP-2).

Un clivage par le systtme ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation), est
capable d’extraire des protéines transmembranaires complétes de la membrane du réticulum
endoplasmique. Le systtme ERAD permet, principalement, 1’¢limination des protéines mal
conformées du réticulum et leur translocation dans le cytoplasme ou elles sont dégradées. Un
modele pour la localisation nucléaire des protéines membranaires par importation rétrograde
du réticulum endoplasmique au golgi puis au noyau a été proposé.

Des protéines transmembranaires liées a 1’adhésion cellulaire comme CD44 et 1’E-cadherin
sont également clivées par protéolyse.

De maniére particulierement intéressante pour le clone B14.4, la protéine transmembranaire
Z0-2 est un constituant des jonctions serrées, formant une barriere imperméable entre les
cellules épithéliales et endothéliales, co-localisée dans des sous régions du noyau (speckles)
avec le facteur d’épissage SC35 (Islas et al., 2002). Cette localisation est observée dans des

conditions de faible densité de culture (aussi en cas de cicatrisation). Le marquage nucléaire
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diminue lorsque la culture approche de la confluence. L’adressage de cette protéine dans le
noyau est dépendant du cytosquelette. Il pourrait étre intéressant de comparer I’expression de
B14.4 avec des facteurs d’épissage et d’évaluer son rdle dans les jonctions serrées. Toutefois,
B14.4 ne contient pas de domaines conservés de ce type de protéines comme les domaines
PDZ, et GK.

Une séquence responsable de 1’adressage des protéines transmembranaires dans le noyau a été
isolée (Meyer & Radsak, 2000). Cette séquence DRLRHR n’est pas présente dans la séquence
des versions 7 et 8 transmembranaires de FLLJ10261, ni dans la protéine transmembranaire

99b78 (partie VII).

b. Lignee Det562

Cy3

Det 2069 1/1000

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour FLJ10261; lignée Det562

Trois exemples de localisation avec le sérum 2069 purifié¢ sont montrés a la dilution 1/1000 (a),
et a la dilution 1/200 (b et c) sont présentés ainsi que les marquages des noyaux
correspondants (d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,1).

Figure VI.12

c. Lignée Fadu
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Cy3

Hoechst

Fusion

Cy3

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour FLJ10261; lignée Fadu

Trois exemples de localisation avec le sérum 2069 purifié sont montrés a la dilution 1/200 (a), a
la dilution 1/1000 (b et c) sont présentés ainsi que les marquages des noyaux correspondants
(d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,i).

Figure VI.13

h

Immunocytochimie pour FLJ10261; lignée Fadu

Deux exemples de localisation avec le sérum 2069 purifi¢ sont montrés a la dilution 1/200 (a,
b) et un contrdle sans anticorps primaire (c) sont montrés ainsi que les marquages des noyaux
correspondants (d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,1).

Figure VI.14
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Pour les deux lignées Det562 (FigVI.12) et surtout Fadu (FigV1.13&14), exprimant
plus fortement FLJ10261, la localisation semble étre, comme attendu, membranaire puisque
les prolongements membranaires sont nettement visibles. Une analyse supplémentaire par
microscopie confocale doit étre réalisée pour confirmer la nature membranaire de FLJ10261

et exclure une localisation cytoplasmique.

10. Caractérisation de I’expression par Immunohistochimie

Immunohistochimie pour FLJ10261; tumeur 24189T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, d, g), le sérum purifi¢ 2069 (b, c, ¢, f,h) et le FB
2069 (i) sont présentés.

Figure VI.15
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Immunohistochimie pour FLJ10261; tumeur 31073T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, d, g), le sérum purifié 2069 (b, c, e, f) et le FB 2069
(h,1) sont présentés.

Figure VI.16

Immunohistochimie pour FLJ10261; tumeur 35574T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, d, g, h), le sérum purifi¢ 2069 (b, c, e, f, i) sont
présentés.

Figure VI.17
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Immunohistochimie pour FLJ10261; tumeur 29335T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, d, g), le sérum purifi¢ 2067 (b, c, e, h) etle FB 2067
(f, i) sont présentés.

Figure VI.18

Le sérum pré immun produit un signal fort qui rend I’analyse difficile. Nous
envisageons de le purifier de maniere analogue au sérum purifié. Une amélioration du blocage
des interactions antigéne/anticorps par utilisation de sérum de chévre pourrait également
contribuer a diminuer le bruit de fond. Une optimisation de la dilution de sérum utilisée
pourrait améliorer la qualité de I’analyse.

Il semble pourtant que les cellules basales des zones comportant un épithélium structuré
soient légerement plus marquées avec le sérum purifié qu’avec le sérum pré immun (FigVI.15
et V.17e). De méme, dans la tumeur 24189T (FigVI.15f), ainsi que dans une moindre mesure
dans la tumeur 31073T (FigVI.16), le marquage semble étre plus faible, exclu de certaines
zones des masses tumorales (FigVI.16b), de maniére comparable aux figures «en

champignon » observées en Hybridation In Situ sur la tumeur 840T.

L’¢épitope reconnu par le sérum 2069 est situé au niveau intracellulaire, a I’extrémité C

terminale de la protéine. Il est possible que ce sérum détecte un signal dans le noyau des
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cellules HaCaT correspondant a une forme clivée soluble, co-localisée avec des facteurs

d’épissage dans des speckles.

Position des peptides (épitopes) sur FLJ10261 7 transmembranaire cloné

MEMCDQRHNI TMCPL CDKTCSYWKMBSACATARASHL FDNPATVFFSVFNVAL WAATFVEHWKRKQVRLNYRWDL TG-EEEEEAVKDHPRAEYEARVL EKSLKKESRNKETD
KVKLTWRDRFPAYLTNLVSI | FM AVTFAI VLGVI | YRI SVAAALAMNSPSVRSNE RVTVTATAVI | NLWI | LLDEVYGCO ARW.TKI EVPKTEKSFEERLI FKAFLLKF
VNSYTPI FYVAFFKGRFVGRPCDYVYI FRSFRVEECAPGECLMELC QLS| | MLGKQLI ONNLFEI G PKIMKKLI RYL KL KQUSPPDHEECVKRKQRYEVDYNLEPFAGLT
PEYMEM | QFGFVTLFVASFPLAPLFALLNN | El RLDAKKFVTELRRPVAVRAKDI G WNI LRG GKLAVI | NAFVI SFTSDFI PRLVYL YMYSKNGTVHGFVNHTLSS
FNVSDFQNGTAPNDPLDLGYEVQ CRYKDYREPPWSENKYDI SKDFWAVLAARL AFVI VFQNL VMFVBDFVDW/ PDIE PKDI SQQI HKEKVL MVEL FIVREEQDKQQLLETW
MEKERCKDEPPCNHHNTKACPDSL GSPAPSHAYHGGVL

PG216 lapins 2063 & 2065 PG219 lapins 2067 & 2070
PG217 lapins 2066 & 2069 PG218 lapins 2068 & 2071

Prédiction de la position dans la cellule (versions 8 et 7 transmembranaires)

Extérieur Transmembrane Intérieur

W/YEI LKRTTCTKAKYSMA TSLLANGVYAAAYPL HDGDYNGENVEFNDRKLL YEEWARYGVFYKYQPI DLVRKYFGEKI GLYFAW.GVYTQMWLI PASI VG | VELYGCATM
DENI PSMEMCDOQRHNI TMCPL CDKT CSYWKVBSACATARASHL FDNPATVFFSVFMAL WAATFVEHVKRKQVRLNYRWDL TGFEEEEEAVKDHPRAEYEARVL EKSLKKESR
NKETDKVKL TWRDRFPAYLTNLVSI | FM AVTFAI VLGVI | YR SVAAALAVNSPSVRSNI RVTVTATAVI | NLWI | LLDEVYGC! ARW.TKI EVPKTEKSFEERLI FKAF
LLKFVNSYTPI FYVAFFKGRFVCGRPGDYVYI FRSFRVEECAPGGCLMELCI QLS| | MLGKQLI QNNLFEI G PKIMKKLI RYL KL KQQSPPDHEECVKRKQRYEVDYNLEPFA
GLTPEYMEM | QFGFVTLFVASFPLAPLFALLNNI | El RLDAKKFVTELRRPVAVRAKDI G WNI LRA GKLAVI | NAFVI SFTSDFI PRLVYL YMYSKNGTIVHGFVNHTL
SSFNVSDFONGTAPNDPL DLGYEVQ CRYKDYREPPWSENKYDI SKDFWAVLAARLAFVI VFQNL VMFVBDFVDW/I PDI PKDI SQQI HKEKVL MVEL FVREECDKQQLLET
WWWEKERCKDEPPCNHHNT KACPDSL GSPAPSHAYHGGVL

MEMCDQRHNI TMCPL CDKTCSYWKVESACAT ARASHL FDNPATVFFSVFVAL WAATFMEHVKRKQVRL NYRWDL TGFEEEEEAVKDHPRAEYEARVL EKSLKKESRNKETD
KVKLTWRDRFPAYLTNLVSI | FM AVTFAI VLGVI | YRI SNAAALAMNSPSVRSNE RVTVTATAVE | NLWI | LLDEVYGCI ARW.TKI EVPKTEKSFEERLI FKAFLLKF
VNSYTPI FYVAFFKGRFVGRPCDYVYI FRSFRVEECAPGECLMELC QLSI | MLGKQLI QNNLFEI G PKIVKKLI RYL KL KQQSPPDHEECVKRKQRYEVDYNLEPFAGLT
PEYNVEM | QFGFVTLFVASFPLAPLFALLNNI | El RLDAKKFVTELRRPVAVRAKDI G WNI LRA GKLAVI | NAFVI SFTSDFI PRLVYLYMY SKNGTVHGFVNHTLSS
FNVSDFQNGTAPNDPLDLGYEVQ CRYKDYREPPWSENKYDI SKDFWAVLAARLAFVI VEQNL VMEVBDEVDWYI PDI PKDI SQQI HKEKVL WEL FIVREEQDKQQLLETW
MEKERQKDEPPCNHHNTKACPDSL GSPAPSHAYHGGVL

7/8&me domaine sous le
seuil de détection

Position des épitopes et orientation dans la cellule

Figure VI.19
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B. Etude fonctionnelle préliminaire:

1. Test de clonogénicite

Jai, a deux reprises, tenté¢ d’effectuer un test de clonogénicité dans la lignée Fadu
(FigVIL.20) avec les plasmides sens (12S) et antisens (11AS) correspondant a la séquence
codante de la protéine FLJ10261-7 transmembranaire. Des clones stables ont été obtenus et la
transfection des plasmides 11AS et 12S semblent entrainer une altération du nombre de clones
obtenu. Il parait cohérent que la transfection du clone antisens 11AS provoque une moindre
formation de clones que le controle, en rapport avec I’induction éventuelle de 1’apoptose ou
une inhibition possible de la prolifération. Toutefois, la transfection du clone sens 12S
entraine le méme effet, ce qui semble indiquer que les variations observées pourraient ne pas
étre spécifiques. Il est possible que, pour des raisons inconnues, la transfection de ce plasmide
n’aie pas €té aussi efficace que pour le plasmide contrdle pSGS5 puro flag et pour 1’antisens.
Un autre explication pourrait €tre un effet dominant négatif de la version 7 transmembranaire
en orientation sens sur la forme 8 transmembranaire endogéne, produisant un effet similaire a

I’antisens.

50

Clones/ boite
8 8

20

=

pSG5 puro Flag 11AS 12s

Tests de clonogénicité pour FLJ10261
Clones sens (12S), Antisens (11AS) etcontrdle (pSGS5 puro Flag)
dans la lignée Fadu

Figure VI.20
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2. Analyse par FACS

Au cours d’une expérience la transfection du clone B14 11AS (antisens) a entrainé une
diminution de la proportion des cellules en phase S du cycle cellulaire (-12.9% contre -5%
avec pSGS puro flag) dans les cellules transfectées en méme temps qu’une augmentation de la
fraction des cellules en apoptose supérieure a celle observée avec le vecteur pSGS5 puro flag
vide (+7.45% contre +3% avec pSGS5 puro flag). Ce résultat n’a pas pu étre reproduit de
manicre réguliere et la transfection du vecteur pBSK entraine une variation assez proche de
celle causée par B14 11AS dans les cellules transfectées. Ce résultat est donc peu convaincant
mais s’il pouvait étre reproduit d’une maniere plus claire (clonage dans pCMV), il pourrait
étre cohérent avec le role d’oncogeéne putatif de FLJ10261, promouvant la prolifération et

autorisant une résistance a 1’apopotose.

3. Etude de I’induction par le sérum

Le gene FLJ10261 ne semble pas régulé par le sérum aprés analyse en western blot.
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C. Avancée des connaissances durant 1’étude

Courant 2003, Katoh a publi¢ une caractérisation In Silico de ce clone (Katoh, 2003).
Parallélement a cette publication, une version plus longue de ’ORF codant pour une protéine
contenant 8 domaines transmembranaires a ¢été ajoutée aux bases de données. Cette
combinaison de 8 domaines transmembranaires permet la formation de pores dans les
membranes cellulaires et est donc associée a des transporteurs membranaires.

La région 11q13 est une des régions les plus fréquemment amplifiées dans les cancers
humains. Sur la base de I’amplification du locus CCNDI1-EMSI1 localisé en 11q13 dans les
cancers de I’oesophage {36-50% ; (Williams et al., 1993 ; Yoshida et al., 1993)}, de la vessie
{21% ; (Proctor et al., 1991)}, du sein {15% ; (Dickson et al., 1995)) et du foie {13% ;
(Zhang et al., 1993)}, Katoh a tenté de déterminer par analyse informatique la fonction du
gene FLJ10261 un de seuls génes non caractérisés dans ce locus a ce jour. La fréquence des
amplifications du locus 11q13 dans les tumeurs hypopharyngées a déja été démontrée au
Centre Paul Strauss et mise en relation avec une invasion ganglionnaire. Elle ne posséde

toutefois pas de valeur pronostique significative (Muller et al., 1994; Muller et al., 1997).

FLIN 0261
FADD
FEFIATL

CCWIDN
OIRACH
FGE19

FiaF4
FiGF3
EMS]

!
!

Tl el i B e

Structure du locus CCND1-EMS1 en 1113

L¥apres Katoh et Katoh A3

Figure VI.21

Tous les geénes de ce locus sont caractérisés sauf FLJ10261. CCND1 est impliqué dans
le contrdle du cycle cellulaire (Han et al., 1999). ORAOV1 (Overexpressed in Oral Cancer 1)
est surexprimé dans les cancers buccaux (Huang et al., 2002). Plusieurs geénes sont de la
famille des « fibroblast growth factors » (FGF19, FGF4, FGF4) impliqués dans le contrdle de
la croissance des fibroblastes et dans le cancer (Ornitz & Itoh, 2001). FADD est un médiateur

connu de 1’apoptose {apoptotic signaling adaptor protein, (Sheikh & Huang, 2003). PPFIA1
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est impliqué dans les interactions protéines/protéines (PTRF interacting coiled-coil protein).

EMSI1 est impliqué dans la régulation des jonctions adhérentes (Schuuring et al., 1993).

Séquence codante compléte de FLI10261 humain

50 010

région codante

Transcrits
i 4558

DEFIpGESON156
1129 4458
|

NM_018043.1

Gene FLIT0261 humains et transcrits
¥ apres Katoh et Katoh (2003)

Figure V1.22

Le geéne FLJ10261, composé de 26 exons, est situé¢ entre le géne FGF3 et FADD au
sein du locus CCND1-EMSI. 1l existe 2 isoformes de FLJ10261 présentant ou non I’exon 15.
Le géne FLJ10261 est homologue des génes C12o0rf3 localisé en 12p13, C11orf25 localisé en
11p14 et FLI34272 localisé en 12q23.
La protéine FLJ10261 humaine possede une homologie de 89,8% d’identité avec la protéine
chez la souris et respectivement 58,4%, 38,3% et 38,6% d’identité avec les protéines
Cl12orf13, Cllorf25 et FLJ34272. D’aprés Katoh (Katoh, 2003), la présence de sites de
glycosylation communs indique I’appartenance a une famille de protéines contenant 8
domaines transmembranaires. Des prédictions informatiques indiquent que toutes ces
protéines contiennent 8 domaines transmembranaires et que leurs extrémités N- et C-
terminales sont orientées vers le cytoplasme, suggérant un role comme transporteurs de
substrats non identifiés (figVI1.23). L’analyse fonctionnelle n’est pas poussée plus loin, cet

article étant entiérement In Silico.
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|| Faliow extéricur

]

Structure putative des protéines de la famille FJL10261
[Vaperés Katoh et Katoh (2003]

Figure VI.23

Au niveau des bases de données, une analyse In Silico indique que I’ARNm de
FLJ10261 est exprimé dans les tumeurs VADS, parathyroides, du sein, du pancréas et
gastriques. Cette expression dans les tumeurs VADS signifie que cet ARNm a été trouvé
présent dans une banque d’ADNc d’origine VADS. L’¢tude de Katoh ne présente aucune
preuve physique de I’expression de cet ARNm dans les cancers VADS et encore moins d’une
expression différentielle.

Il est intéressant de noter 1’identification par ces auteurs de clusters de geénes
homologues situés sur les régions 11ql3 mais aussi 12p13, région identifié¢e comme point
chaud des remaniements associés a la carcinogenése dans notre étude DD et au niveau
génomique (Chen et al., 1999 ; Lemaire et al., 2003). La présence de ces génes homologues,
membres d’une méme famille potentielle de protéines transporteurs, relie potentiellement ces

deux régions.
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D. Matériel biologique

Clone B14.4 Résumé

Séquence

Localisation

fragment DD dans pGEM-T
EASY (Clontech)

AAGCTTCTCAACGATATTTGGTTAACTAATAAACTCCCTCCACCTTTGAGCTA
CAGAAAAAAAATCCTCAATCTACCATATAATTGATATTTGAAAAAAAAAAAG
CTT

Homo sapiens cDNA
FLJ10261 fis, clone
HEMBB1000975,
Accession Nb
AKO001123.1 , match
88bp, nt 2784-2697

Fragment séquence
codante (CDS) cloné

ATGGAGATGTGTGACCAGAGACACAATATCACCATGTGCCCGCTTTGCGAC
AAGACCTGCAGCTACTGGAAGATGAGCTCAGCCTGCGCCACGGCCCGCG
CCAGCCACCTCTTCGACAACCCCGCCACGGTCTTCTTCTCTGTCTTCATGGC
CCTCTGGGCTGCCACCTTCATGGAGCACTGGAAGCGGAAACAGATGCGAC
TCAACTACCGCTGGGACCTCACGGGCTTTGAAGAGGAAGAGGAGGCTGTC
AAG

Homo sapiens
hypothetical protein
FLJ10261 (FLJ10261),
mRNA, Accession
Number NM_018043.1,
nt (43-1827)

Orientation Sens 12S

Orientation Antisens 11AS

Protéine correspondante

MEMCDQRHNITMCPLCDKTCSYWKMSSACATARASHLFDNPATVFFSVFM
ALWAATFMEHWKRKQMRLNYRWDLTGFEEEEEAVKDHPRAEYEARVLEK
SLKKESRNKETDKVKLTWRDRFPAYLTNLVSIIFMIAVTFAIVLGVIIYRISMAAA
LAMNSSPSVRSNIRVTVTATAVIINLVVIILLDEVYGCIARWLTKIEVPKTEKSFE
ERLIFKAFLLKFVNSYTPIFYVAFFKGRFVGRPGDYVYIFRSFR

Peptides injectés

PG218 KRKQMRLNYRWDLTGFEEC Lapins 2068 & 2071
PG219 YKDYREPPWSENKYDISC Lapins 2067 & 2070
PG216 KLKQQSPPDHEECCKKRKC Lapins 2063 & 2065
PG217 EKERQKDEPPCNHHNTC Lapins 2066 & 2069

Matériel biologique obtenu pour I’étude de FLJ10261

Figure V1.24

162




Partie VII
Caractérisation du candidat 99b78



A. Caractérisation du candidat 99b78 :

1. Profil en DD

Ce clone a été isolé en DD comme surexprimé dans les tumeurs par Christine
Wasylyk. Cette derniére ne poursuivant pas ce projet, j’ai poursuivi la validation de ce clone
en I’incluant a mes membranes de macro arrays pour validation en Reverse Northern blot,
apres compilation des résultats des différents expérimentateurs. En particulier, la différence
d’expression de ce clone observée avec divers types de sondes, et, son caractére inconnu ont

guidé ce choix.

2. Profil en Reverse Northern blot

Ce clone a présenté une surexpression dans le pool tumoral en Reverse Northern blots
avec des sondes DD, et, une surexpression dans des tumeurs de type E et U avec des sondes
linéaires sur macro arrays de nylon (clones du 1% cycle de DD analysés avec des sondes
linéaires par ExonHit Therapeutics).

3. Identification du gene

La séquence-insert de DD de 318 bp n’a pas initialement présenté d’homologie
significative pour un gene ou un ARNm (homologie sur 21bp avec le clone Homo sapiens
genomic DNA, chromosome 21q, section 75/105).

Un allongement par assemblage d’ESTs (TIGR ; http://tigrblast.tigr.org/tgi/) a permis

de générer un clone TIGR de 1600bp contenant un ORF, une séquence codante de 579 bp.
L’analyse de la protéine codée par ce géne a révélé la présence d’un domaine
transmembranaire, confortant la validité de I’assemblage. Plus tard, notre clone (comme la
séquence codante prédite et le clone TIGR correspondant) a présenté de I’homologie pour un
clone situé en 1p33 sur le génome (Human DNA sequence from clone RP4-705P8 on
chromosome 1p33-34.2 d’une taille de 32kb). Recemment plusieurs clones IMAGE ont été
décrits comme présentant de I’homologie pour 99b78. Toutefois aucun de ces clones ne
contient d’ORF significative annotée dans la séquence nucléotidique. Sans assemblage,
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aucune séquence codante ne peut étre prédite pour ce clone. Une analyse de la structure
putative du gene (Spidey) a révélé que ce gene est composé de 3 exons, de 40, 220 et 319 bp
respectivement (coordonnées génomiques 3’990°531-3990°570, 3°920°989-3°921°208,
3’920°245-3"920°563 sur le contig NT_032977.6), séparés par de trés larges introns sur le
chromosome 1.

Le clone 99b78 est localisé en 1p33-34.2. En 1p33, des remaniements génétiques
indiquent la présence de génes suppresseurs de tumeurs potentiels comme d’oncogeénes
potentiels. Dans les lymphomes des cellules B, des délétions ont été détectees en 1p33-34
(Cigudosa et al., 1999). Dans les carcinomes hépatocellulaires, on retrouve 1p34.3-35 et
1p33-34.1 parmi les régions les plus fréquemment amplifiées en CGH (Zimonjic et al., 1999).
Des amplifications en 1p33-35 sont détectées dans les chondrosarcomes (Larramendy et al.,
1997) et des amplifications récurrentes sont isolées en 1p33-p32 dans les sarcomes (Menghi-
Sartorio et al., 2001). Un géne suppresseur de tumeurs potentiel, PTCH2 (Novel Human
Patched-like gene), est localisé en 1p33-34, une région délétée dans divers types de tumeurs
mais présente des variants d’épissage et une surexpression dans les carcinomes des cellules
basales de la peau (Zaphiropoulos et al., 1999).

La protéine prédite ne possede pas d’homologie significative avec d’autres protéines, bien que
possedant un domaine transmembranaire. Une analyse des protéines apparentées par
PipeAlign n’a fourni aucune protéine homologue, de la méme famille que 99b78.

Récemment, un blastp de cette protéine (FigVI1I.1) sur I’ensemble des bases de données de
protéines ne produit qu’une faible homologie de 14 aa identiques sur une région de 43aa
(32%) avec une enzyme alcool dehydrogénase procaryote (dehydrogenase related to short-
chain acohol dehydrogenase de Magnetococcus sp MC-1). Etant donne I’étiologie des cancers
de I’hypopharynx, cette homologie partielle pourrait tout de méme constituer un indice sur la
fonction de 99b78, en tant qu’enzyme dégradant les alcools, associée aux membranes. Une
autre zone d’homologie faible (31% d’identité sur une zone de 77 aa) est trouvee pour la
protéine fibronectin, type Il and protein kinase family member/ Hypothetical protein
C16D9.2a de Caenorhabditis elegans. La région d’homologie ne correspond pas au domaine
responsable de I’activité kinase proprement dite, ni a aucun autre domaine fonctionnel annoté
dans la séquence.

Récemment les clones IMAGE 3916394 (1°014bp, mRNA with retained intron,
Tissue : skin, melanotic melanoma), IMAGE 5178133 (1°775bp, mRNA, Tissue : adult brain,
lung, testis pooled), IMAGE 5180231 (1’773bp) ont été trouvé homologues au fragment

initial de DD de fagcon identique au clone situé sur le chromosome 1. Ces clones ne
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correspondent a aucune protéine prédite d’aprés les données annotées. Cependant une
recherche de la présence d’ORFs dans ces séquences révele qu’elles codent potentiellement
pour des protéines en partie identiques a notre clone 99b78 prédit (FigVIIl.1). En effet,
lorsqu’une ORF significative peut étre trouvée, les 119 premiers aa sont strictement
identiques a la séquence que nous avons isolée. Le clone IMAGE 3916394 ne code pas pour
une protéine, peut étre en lien avec la présence signalée d’un intron anormalement retenu dans
le clone IMAGE. Ce clone est trés anormal attendu qu’il contient apparemment 230 bp ayant
une faible homologie (31% d’identité en tblastX du clone image sur les bases de données de
protéines) avec des protéines structurales de virus. Le clone IMAGE 5178133 ne contient pas
la séquence codante compléte d’une protéine de 256 aa, identique a la protéine 99b78 prédite
pour les 119 premiers aa. Cette protéine présente un domaine supplémentaire ayant une faible
homologie (38% d’identité) avec une enzyme de réparation de I’ADN, DNA mismatch repair
enzyme (predicted ATPase) de Pseudomonas fluorescens PfO-1. Le clone IMAGE 5180231
code pour une protéine de 220aa, identique a la protéine précédente sur ses 217 premiers aa.
Ce clone IMAGE, contrairement au précédent, contient un codon stop. La séquence codante
correspond donc soit & un variant d’épissage alternatif contenant un exon final différent de la
séquence prédite, soit a la rétention d’un intron contenant un codon stop.

La recherche forcée d’une ORF autour de notre insert DD dans le clone génomique RP4-
705P8 permet d’obtenir une protéine identique a la séquence predite pour les 105 premiers aa.
La divergence des séquences indique la présence probable d’un intron apres I’aa 105. Il est
donc possible que la structure prédite par Spidey soit incompléte et que la limite d’un autre
exon se situe vers I’acide aminé 105.

La présence de grands introns peut étre également associée a I’existence d’exons
supplémentaires non caractérises, dans des variants d’épissage alternatif. La séquence DD que
nous avons isolé se trouve sur une partie commune a tous ces ADNCs.

La séquence codante initialement prédite par TIGR semble pertinente, attendu que nous avons
réussi a cloner une séquence strictement identique a la prévision a partir d’ADNc tumoral, et,
que la structure prédite du gene sur le chromosome semble cohérente. Les enzymes utilisées
pour le clonage étaient des enzymes adaptées a I’amplification haute fidélité et longue
distance des fragments de PCR (PCR Advantage Mix du protocole SMART), également
utilisés pour les techniques de 5° RACE. De plus, cette séquence code pour un domaine
transmembranaire, un domaine fonctionnel (ainsi que d’autres domaines putatifs), dont la
présence n’est probablement pas liée au hasard. Des variants d’épissage alternatif existent

peut étre pour les clones IMAGE n’ayant pas retenu d’intron (IMAGE 5178133 & IMAGE
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5180231). Mise a part notre analyse « forcée » des clones IMAGE, produisant des ORF

potentielles, aucune protéine apparentée a 99b78 n’est détectée dans les bases de données

protéiques par une analyse avec PipeAlign (pttp://igbmc.u-strasbg.fr/PipeAlign/}.

Protéine 99b78 par TIGR ORF579%p 192 aa/

MGITCLKVDMRW PKSHEEWPPGMMMKSSAGGKVSSHSI QL QNWSKFNHFLRW LKAVGLVLLLWLLWLLFQLLQLQNEKDLAVLSSIQ
WVLDGLPDDVKGSWSWLVLLPFVGRMPPAPALLGAPE CASFPSSTSVLNLWHGIGICAFRTSFLPILQDVCPSTGQDPAGVGNTGTNPRH
QTSAL G MANWSCVL*

' L] s =
Alcool fibronectin, type Il and protein
— dehydrogenase kinase family member

IMAGE:3916394 intron supp Ementaire retenu pas d’ORF nette, .séquence courte
IMAGE:5178133 protéine prédite (ORF finder) incomplete de 256aa (pas de stop)

MGITCLKVDMRWPKSHEEWPPGMMMKSSAGGKVSSHSI QL QONWSKFNHFLRMVI LKAVGLVLLLWLLWLLFQLLQLONEKDLAVLSSIQ
WVLDGLPDDVKGSWSWLVLLPFVGRMPPAPALLGAPE CASFPSSTSVLNLWHGIGICAFRTSFLPILQDVCPSTGQDPAGVGNTGTNPRH
QTSAL GWQTGPVFSDPRIQPLLHELFRPGRILCIFFMNTC APGRGGGRRLGMPGWRAAGGSAGSHPGHGMRGAVARRR

73aadivergents 119%a communs

| I
] 50 100 150 200 250
Alcool DNA
dehydrogenase Mismatch repair

IMAGE:5180231 protéine prédite de 220aa

MGITCLKVDMRWPKSHEEWPPGMMMKSSAGGKVSSHSI QL QONWSKFNHFLRMVI LKAVGLVLLLWLLWLLFQLLQLONEKDLAVLSSIQ
WVLDGLPDDVKGSWSWLVLLPFVGRMPPAPALLGAPE CASFPSSTSVLNLWHGIGICAFRTSFLPILQDVCPSTGQDPAGVGNTGTNPRH
QTSALG WQTGPVFSDPRIQPLLHELFRPGRILCIFFMNTCFK*

5| B T B I S T T R S B S I 36aadivergents 119aa communs
0 50 100 150 200

Human DNA sequence fromclone RP4-705P8 on chromosome 1p33-34 2 autour de | *insert DD trait par ORF finder=> limites d” un intron de 105bp?

MGITCLKVDMRWPKSHEEWPPGMMMKSSAGGKVSSHSI QL ONWSKFNHFLRWI LKAVGLVLLLWLLWLLFQLLQLQNEKDLAVLSSIQ
WVLDGLPDDVKGSWSWL

Isoformes possibles et structure de 99b78
Figure VII.1

4. Validation en Virtual Northern blot

Un transcrit d’environ 3’000bp est détecté en VN avec une sonde synthétisée a partir
de I’insert DD (FigVIl.2). Cette taille est supérieure a celle du clone TIGR attendu. Le clone
TIGR, assemblage d’ESTs, pouvait ne pas contenir I’ARNm complet, cependant I’ORF
prédite contenue dans le clone TIGR que nous avons amplifié et cloné a partir d’ARN tumoral
paraissait complete, du codon start au codon stop. Outre cette possibilité, on ne peut exclure
soit un artefact lors du procédé SMART (dimere de 1’600bp d’environ 3’000bp), soit
I’existence d’un variant de plus grande taille, contenant ou non des exons codants pour des
domaines supplémentaires de 99b78. Il est important de garder en perspective qu’aucune
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information sur I’existence d’un transcrit n’était disponible lorsque toutes les premiéres
validations (VN, NB, slot blots) ont été réalisées. La détection d’une bande unique et

surexprimée dans les tumeurs (patients 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10) a donc constitué une information

cruciale.
Patient 1 2% 3 4° 5% 6* 7° 8° 9’ 10*
T N T N T N T N T N T N T T N T N T N
99b78 E ; o - T T . M
|4 ' : S
Virtual Northern Blot pour 99b78
Une bande d’environ 3kb (a) est détectée comme surexprimée dans les tumeurs
indépendemment du type tumoral E(*), S(*) ou U(°).
Figure VI1.2
5. Validation en Northern blot
Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
T T G N T G N T G N T N T T T T T N T G N
99b78 ""-' i - - — -ﬂ-.#.-—
RPLPO Pr S s oo aud s oo ot o AR E R R R R REEE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Northern Blot pour 99b78
Les tumeurs (T), les ganglions (G) et les tissus normaux (N) des mémes patients ont
été analysés. Une bande unique est détectée comme surexprimée dans les tumeurs.

Le contr6le RPLPO est présenté.

Figure VII.3

En utilisant I’insert DD comme sonde (FigV11.3), une bande une nouvelle fois unique,
identique dans tous les échantillons, a été détectée comme surexprimée dans les tumeurs de

5/6 couples d’échantillons tumoraux et normaux issus d’un méme patient (patients 2, 3, 10, 11
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en tenant compte du contréle RPLPO pour le patient 5). L’expression est maintenue a un

niveau au moins égal dans les ganglions lymphatiques envahis (colonnes 3, 6, 9 et 20).

6. Validation en Northern Slot blots

L analyse d’une collection indépendante de patients en Northern slot blot avec la
séquence codante clonée (FigVI1Il.4), nous a permis de confirmer, aprés analyse visuelle,
I’expression différentielle de 99b78 dans 6 (voir 7) tumeurs ou ganglions lymphatiques sur 12
couples d’échantillons tumoraux et normaux issus d’un méme patient (patients D, F, H, J, K
et E compte tenu de RPLPO, I’expression dans le ganglion étant peut étre plus fort que dans le

tissu normal pour le patient B).

Patient A B C D E F

99b78 P
y

RPLPO > _ s Tl IR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Patient G H | J K

T G N T G N T G N T G N T G N
99h78 P
RPLPO P = = = = = = — = o= == == = _ =

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Northern Slot Blot pour 99b78

Les tumeurs (T), les ganglions (G) et les tissus normaux (N) des mémes patients ont
été analysés. Le contréle RPLPO est présenté.

Figure VI1.4
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L’extension du nombre de patients analysés va étre poursuivie au Centre Paul Strauss
par Realtime Quantitative PCR sur des séries d’une dizaine de patients dans un premier
temps. L’existence de variants potentiels (si les clones IMAGE correspondent bien a des
variants d’épissage alternatif) pourrait amener a dessiner des amorces spécifiques de chaque

variant, en plus d’amorces au sein de la séquence codante que nous avons cloné.

7. Etude de I’expression dans les lignées cellulaires VADS
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Analyse de I’expression de 99b78 dans des lignées cellulaires

par PCR semi-quantitative
Les amorces utilisées ne sontpas les amorces utilisées pour le clonage de la séquence codante et
permettent I’amplification d’un petit fragment. Une bande représentant 99b78 de taille attendue (a) ainsi

que des dimeres d’amor ces peuvent étre détectés (b) dans des lignées cellulaires.

Figure VIL5

L’expression de 99b78 est détectée dans diverses lignées cellulaires VADS (FigVI1.5),
et, plus particulierement dans les cellules Det562 (colonne 2). L’expression de 99b78 n’est
pas détectée dans les cellules HaCaT (colonne 12), et dans les cellules Fadu (colonne 11). Les
cellules RMPI2650 utilisées pour I’analyse par FACS semblent exprimer trés faiblement
99b78 (colonne 16). L’effet de la transfection des clones antisens de 99b78 a donc été évalué

dans les cellules Det562.

8. Etude par Hybridation In Situ

De maniére a déterminer de facon plus précise le compartiment tumoral responsable

de I’expression de 99b78, j’ai effectué une Hybridation In Situ sur lames congelées de
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tumeurs de I’hypopharynx, apres synthése de sonde & partir de I’insert DD (FigVIl.6). Le
signal obtenu ne semble pas étre spécifique mais correspondre & des agrégations
artéfactuelles, puisque les mémes structures sont observées avec les sondes correspondant tant
au sens qu’a I’antisens. Un léger surlignage des bordures des masses tumorales peut étre
observé avec la sonde Spel (FigVI1Il.6d), mais la surface concernée est bien inférieure a la
dimension d’une cellule. Ce marquage est donc probablement artéfactuel.
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Hybridation In Situ pour 99b78; tumeur 245T

Trois exemples de marquage pour la sonde Spel/T7 (a, d), sont présentés ainsi que les structures
histologiques correspondantes (g, h, i), le marquage pour la sonde Nael/Sp6 (b, €) et pour la sonde
Aat2/SP6 (c, f). Aucun marquage spécifique n’est détecté.

Figure VII.6

9. Immunocytochimie pour le clone 99b78-Flag

Bien que je n’ai pas reproduit a de nombreuses reprises I’analyse de la localisation
subcellulaire de la version étiquetée par Flag en fusion avec la partie N terminale de 99b78, il
semble que cette localisation soit nucléaire (FigVIL.7 a et b). Comme présente plus bas, cette

localisation, initialement considérée comme aberrante, est peut étre cohérente a posteriori, du
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fait, d’un potentiel clivage de 99b78, détecté avec le sérum 2026 dont I’épitope est également
situé sur la partie N terminale de 99b78.

Cy3

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour 99b78 (31S)-flag; lignée HaCaT

2 exemples de localisation avec I'anticorps antiflag (aet b) sont présentés, ainsi que les
marquages des noyaux correspondants (c,d) et la fusion de ces images (e f).

Figure VIL.7

10. Obtention et caractérisation d’anticorps polyclonaux

Les anticorps correspondant a 4 peptides ont éte testés sur des extraits de cellules COS
transfectées avec le clone pSG5-puro-flag 31S, contenant la séquence codante de 99b78 dans
le cadre de lecture (FigVII.8A). Les sérums pré immuns, les sérums collectés aux semaines 4
a 8 apres injection ainsi que la saignée finale (Final Bleed FB) ont été analyses pour leur
capacité a reconnaitre une bande a la taille attendue. L’anticorps Anti-flag (signal assez faible
dans mes mains) a été utilisé de maniére a confirmer la taille de la bande, en plus de
I’estimation de la taille par rapport au marqueur. Les sérums permettant la détection d’une
bande de taille cohérente avec la taille attendue ont été purifiés. La capacité de ses serums

purifiés a détecter la protéine spécifique endogene a éte testée sur des extraits protéiques de
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cellules Det562 (FigVI11.8B), lignée exprimant 99b78. Une bande de taille cohérente avec la
taille attendue (25kDa pour une taille théorique de 23,8kDa et migrant au méme niveau que le
Flag) a pu étre détectée avec les sérums correspondant aux lapins 2026 et 2027.

Il faut noter que les sérums pré immuns détectent des bandes non spécifiques. Ces bandes se
sont avérées tres pénalisantes pour I’étude de I’expression de 99b78 dans les tumeurs par
immunohistochimie (contrdle négatif avec les sérums pré immuns). Certains sérums pourtant
prometteurs (2035) ont perdu toute capacite de détection apres purification. Seuls les serums
2026 et 2027 ont conserve des capacites de détection de la protéine endogéne (visible sur un

autre gel pour 2026).

2035 2034 2027 2026 20_26 . 2027 N
A- Semaines4 a 8 Semaines4 a8
FB Pl FB Pl Flag FB PS FE.3?3 Pl W4 ™=t  FB Flag Pl W4 =emmm>  FB
- '
& g

e e | —
[——> 1 L — “ y

et
e
-

3 VD

X &

]

Flag
2027, 2026, 2035: bande détectée vers 25kDa (attendue 23.8 kDa)
méme taille que pour lanticorps anti-Flag
2034 2027 2026
Pur FB PI| Pur FB Pl | Pur FB Pl

- -
-
a i~

Bandea 25kDa
attendue

Caractérisation et purification de sérums Anti-99b78.

A- Cellules COS transfectées pour 99b78 31S (sens)

B-Protéine endogéne dans la lignée Det562

Les sérums pré immuns (PI), final bleed (FB), ainsi que les différentes semaines d’immunisation
(W) et le sérum purifié (Pur) sont présentés.

Figure VI1.8
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Les peptides 2026 et 2027, utilisés pour les analyses en immunocytochimie et en
immunohistochimie, correspondent a des épitopes disposés de part et d’autre de la membrane.
Ces epitopes sont présents dans toutes les isoformes putatives de 99b78. La prédiction de
I’orientation des domaines extramembranaires est étonnante -le domaine d’homologie avec
une kinase est indiqué comme potentiellement dirigé vers I’extérieur, extracellulaire-. Il est
possible que cette protéine transmembranaire ne soit pas attachée a la membrane plasmique
mais plutdt a des membranes comme celles du réticulum endoplasmique ou d’autres
organites. Si tel était le cas, le domaine possédant une faible homologie avec une kinase serait

orienté vers le cytoplasme de la cellule.

Protéine 99b78 par TIGR ORF57%p 192 aa /
inside Transmembrane domain

MGITCLKVDMRWPKSHEEWPPGVIMMKSSAGGKVSSHSI QL ONWSKFNHFLRVIL KAVGLVL LLWLL WLLFQLLQLQNEKDLAVLSS
IQWVLDGLPDDVKGSWSWLVLLPFVGRMPPAPALLGAPECASHPSSTSVLNLWHGIGICAFRT SFLPILQDVCPSTGQDPAGVGNTGTNP
RHOQTSALG MANWSCVL*

Peptide PG183 (lapins 2026 & 2034)  Peptide PG 184 (lapins 2027 & 2035)

TRAHMM posteriar probabiites for Seouernns
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Position des épitopes et structure de 99b78

Figure VII.9

11. Immunocytochimie pour le clone 99b78

L’ etude par immunocytochimie avec les sérums purifiés nous indique la localisation
cellulaire de la protéine endogene, et, nous permet de mieux cerner les fonctions potentielles
de la protéine. Les sérums purifiés 2026 et 2027 ont été utilisés a deux dilutions différentes
(1/1000 et 1/200).

174



Cy3
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Fusion

a
4
~
h
~

Immunocytochimie pour 99b78; lignée HaCaT

Trois exemples de localisation sont montrés avec le sérum 2026 purifié a la dilution 1/1000 (a)
et avec le sérum 2027 purifié a la dilution 1/1000 (b) et 1/200 (c) ainsi que les marquages des
noyaux correspondants (d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,i).

Figure VI11.10
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Immunocytochimie pour 99b78; lignée Fadu

Trois exemples de localisation sont montrés avec le sérum 2026 purifié a la dilution 1/200 (a)
et avec le sérum 2027 a la dilution 1/1000 (b) et 1/200 (c) ainsi que les marquages des noyaux
correspondants (d,e,f) et la fusion de ces images (g,h,i).

Figure VII.11
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Cy3

Hoechst

Fusion

Immunocytochimie pour 99b78; lignée Det562

Trois exemples de localisation avec le sérum 2026 purifié sont montrés a la dilution 1/1000 (a)
et a la dilution 1/200 (b, c) ainsi que les marquages des noyaux correspondants (d,e,f) et la
fusion de ces images (g,h,i).

Figure VI11.12

Immunocytochimie pour 99b78; lignée Det562

Trois exemples de localisation avec le sérum 2027 purifié sont montrés a la dilution 1/1000 (a,
b) et a la dilution 1/200 (c) ainsi que les marquages des noyaux correspondants (d,e,f) et la
fusion de ces images (g,h,i).

Figure VI11.13
176



Avec le sérum purifié 2026, une expression presque exclusivement nucléaire est

détectée dans les lignées HaCaT (FigVIl.10a), Fadu (FigVIl.11a) et Det562 (FigV11.12). Un
tel marquage nucléaire avait également éte repéré avec I’anticorps anti-flag, qui est fusionné a
I’extrémité N, dans laquelle se situe I’épitope correspondant au sérum 2026 par rapport au
domaine transmembranaire.
Avec le sérum 2027, une localisation partiellement (HaCaT, FigVI1.10 b) ou majoritairement
nucléaire est détectée a une dilution 1/1000 dans les cellules Det562 (FigVIl1.13 a et b), et
Fadu (FigVI11.11b). Lorsque I’anticorps est utilisé a une concentration supérieure de 1/200, la
localisation apparait comme partiellement nucléaire, mais surtout cytoplasmique ou
membranaire (FigVI1.10c, FigV11.13c et FigVIl.12c). Comme attendue, la détection est nette
dans les cellules Det562. Des prolongements cytoplasmiques sont trés visibles sur certaines
cellules Fadu et Det562, ce qui pourrait indiquer une localisation membranaire. Seule une
analyse complémentaire en microscopie confocale (ou une co-localisation avec un marqueur
membranaire) permettrait d’étre catégorique sur la nature membranaire de la localisation de
99h78.

12. Immunohistochimie

Les deux serums 2026 et 2027 on éte utilisés de maniére a étudier I’expression de la
protéine 99b78 dans les tumeurs, information que nous n’avons pas obtenu au niveau de
I’ARNmM en hybridation In Situ.

Sur les sections de la tumeur 31680T (FigVIl.14), pour laquelle le sérum pré immun ne
produit que peu de signal sur la bordure de I’épithélium, il semble qu’un léger marquage des
cellules de la couche basale puisse étre observée avec le sérum 2027 (FigVI11.14 f, h, i). Dans
une moindre mesure, un marquage similaire est observable sur la tumeur 25004T
(FigV11.16h). Ce type de cellules sont pluripotentes et en prolifération, ce qui est cohérent
avec un réle d’oncogene potentiel de 99b78. Sur les autres sections, la détection d’un signal

plus fort que celui détecté avec le sérum pré immun n’est pas évidente.
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Immunohistochimie pour 99b78; tumeur 31680T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, b, d, e, g), le sérum purifié 2027 (c, f, h, i) sont
présentés.

Figure VI1.14

Immunohistochimie pour 99b78; tumeur 27847T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, d, g), le sérum purifié 2027 (b, c, e, h) et le FB
2027 (f, i) sont présentés.

Figure VI11.15
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Immunohistochimie pour 99b78; tumeur 25004T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a,b, d, e, g), le sérum purifié 2026 (c, f, h, i) sont présentés.

Figure VI11.16

Immunohistochimie pour 99b78; tumeur 25005T
Des exemples de marquage par le sérum pré immun (a, b, d, g), le sérum purifié 2026 (c, e, f, h, i) sont présentés.

Figure VI1.17
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Dans le cas des deux sérums 2026 et 2027, les résultats de I’analyse
immunohistochimique sont délicats a interpréter car les sérums pré immuns produisent un
signal assez fort. Il pourrait étre utile de purifier ces sérums de maniere analogue aux sérums
purifiés, de maniére a se éliminer de la détection de bandes n’ayant aucun rapport avec 99b78,
liées a I’'immunité originelle des lapins injectés avec les peptides immunogeénes. Le blocage
des lames avec du serum de chevre plutdt qu’avec I’albumine sérique bovine ainsi qu’une
optimisation de la dilution d’anticorps utilisée et des conditions de démasquage des épitopes,

pourrait contribuer a diminuer le bruit de fond.
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13. Etude fonctionnelle préliminaire

1. Analyse par FACS

Un effet modeste de diminution de la prolifération a pu étre mesuré, de maniére peu
reproductible, sur un nombre limité d’expérimentations, pour le clone 33AS exprimant I’ARN
de 99b78 en orientation antisens. Ce résultat ne constitue qu’une indication, attendu sa faible

reproductibilité et les effets presque aussi forts obtenus avec le plasmide contréle pBSK.

2. Test de clonogenicité et clones stables

J’ai effectué un test de clonogénicité dans les cellules Det562 (FigVI1.18). Aucune
différence significative n’a pu étre observée entre les clones 31S et 33AS exprimant 99b78 en
orientation sens et antisens, et, le contréle pSG5 puro flag. Toutefois, peu de clones ont éeté
obtenus (méthode JetPEI), avec une assez forte variabilité dans le contréle. Cette expérience

est préliminaire et n’exclue pas un réle potentiel d’oncogene de 99b78.

®

Clones/boite

pSGS5 puro Flag ‘ 33AS 31Ss
Tests de clonogénicité pour 99b78

Clones sens (31S), Antisens (33AS) etcontrdle (pSG5 puro Flag)
dans la lignée Det562

Figure VI11.18
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3. Etude de la régulation par le sérum

Extraits protéiques de Cellules Det562

Sérum

g

t0 t15° 30’ tlh t2h t4h t6h t12h
q

TP o - —

99b78 -
25kDa T — ——— - — w—

Induction par le sérum dans les cellules Det562

Figure VI11.19

De facon tres préliminaire, j’ai pu montrer en Western blot une augmentation du
niveau de la protéine 99b78, aprés induction par le serum dans les cellules Det562
(FigVI11.19). Cette augmentation semble débuter des 30 minutes apres induction, et, reste forte
jusqu’a 12h apreés induction. Cette induction indique peut étre un réle de 99b78 dans la
prolifération cellulaire. Cependant, cette information fonctionnelle préliminaire demeure

vague car de nombreux genes sont induits par le sérum.

4. Etude de I’induction de kinase en aval de la signalisation membranaire

La transfection du clone sens codant pour 99b78 semble étre capable d’activer les
kinases ERK1/2, comme révélé par une analyse en Western blot avec I’anticorps spécifique
des formes phosphorylées actives de ces kinases. Ce résultat a été obtenu en conditions de
dépletion du sérum, de maniere a ne pas subir d’interférences avec I’induction endogéne des
Kinases par le séerum. L’induction étant faible, ce résultat doit étre répété mais il est cohérent

avec une fonction de tyrosine kinase membranaire putative de 99b78.
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C. Matériel biologique

Clone 99b78 Résumé

Séquence

Localisation

fragment DD dans pGEM-T EASY

(Clontech)

AATCCTACTTACCCCAAAGACAAGATGATCATTTAGTCATA
TAGTATCATACATATATAATATGTACACATATATTITTAATGTA
AGTGTAGTGTCACAATATCATGTATAGTCTTTCATAAAACAC
GTTGGCACTTAATATCTTATATGAACAACTTTCTAGAGCAAC
AAGCTTAGTTTACAGCAATTGTAATGTAAGAGTACTCATITA
CATAGCTACAGCATCCTTTGTTTACCTCATCTCTTATGGTTTG
AT

Taille 318bp// clone RP4-
705P8 on chromosome 1p33-
34.2, Accession Number
AL356455, nt (11426-11114
) IMAGE:5178133 , 1387-
1704 (317bp, 1 T -A
mismatch en 760) / Clone
TIGR THC882896, nt (1373 -
1685)// IMAGE:3916394 (650
967) mismatch T-A (948)

Séquence codante (CDS) clonée

ATGGGAATAACATGCTTAAAGGTGGATATGAGATGGCCAA
AGTCCCATGAGGAATGGCCTCCAGGTATGATGATGAAATC
CAGTGCAGGAGGGAAGGTCTCTTCTCATAGTATCCAATIG
CAAAACTGGTCAAAATTCAACCATTTTCTCAGGGTTATTCTA
AAAGCTGTTGGACTTGTACTGCTTCTTTGGCTTCTCTGGCTC
TTGTTCCAGCTTTTGCAGTTACAAAATGAGAAAGACCTCGC
TGTGCTGTCC

579 letters/ Clone TIGR
THC882896, nt (173-751)
/I IMAGE:5178133, 769-192
(+/-, 1 mismatch en 545)

Orientation Sens 31S

Sens

Orientation Antisens 3AS

Antisens

Protéine correspondante

MGITCLKVDMRWPKSHEEWPPGMMMKSSAGGKVSSHSI
QLONWSKFNHFLRVILKAVGLVLLLWLLWLLFQLLQLQNEK
DLAVLSSIQWVLDGLPDDVKGSWSWLVLLPFVGRMPPAPA
LLGAPECASFPSSTSVLNLWHGIGICAFRTSFLPILQDVCPST
GQDPAGVGNTGTNPRHQTSALG MANWSCVL

193aa

Peptides injectés

Lapins 2026 & 2034, aa

PG183 SHEEWPPGMMKSSAGGKVSSC 15a34
Lapins 2027 & 2035, aa
PG184 CPSTGQDPAGVGNTGTNPRHQ 158 2178

Matériel biologique obtenu pour I’étude de 99b78

Figure VI11.20
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Partie VIII :
Perspectives



A. Perspectives les analyses de masse

1. Perspectives sur I’étude globale en Differential Display

Nous avons réalisé une analyse du profil d’expression des genes dans les tumeurs
VADS avec les techniques du Differential Display (DD), afin principalement d’isoler de
nouveaux acteurs inconnus de la carcinogenése, et, des puces a ADN Affymetrix, afin
d’assurer une couverture des génes connus avec un biais expérimental différent. Une
collection d’environ 1'200 génes uniques (1'400 avant élimination récente de la redondance) a
été obtenue en DD, correspondant, pour I’essentiel, a des différences d’expression entre tissu
normal et tumoral. Une expression différentielle entre tissu tumoral et normal a été confirmee
pour 70 génes avec des sondes complexes focalisant le marquage sur la population d’ADNc
étudiée grace aux amorces arbitraires de DD. Le taux de clones inconnus identifiés dans cette
étude est éleve (Lemaire et al., 2003). Nous avons donc mis en évidence des nouveaux acteurs
potentiels de la carcinogenése. Nous avons confirme I’expression différentielle d’un nombre
significatif de genes par des techniques adaptées de Reverse Northern blot, Northern blot,
Northern slot blot, Virtual Northern blot et PCR quantitative en temps réel (Lemaire et al.,
2003). Parmi les genes connus, I’identification d’acteurs avérés de la carcinogenése soutient
la validité de notre étude. Le caractére pronostique de la collection DD est en cours
d’évaluation sur une série de 50 tumeurs issues de patients souffrant de tumeurs de

I’hypoharynx.

Il est important de resituer I’utilisation d’un tel criblage en DD dans le contexte
industriel sous-jacent. Les résultats obtenus en DD ont pu permettre d’évaluer I’intérét des
clones isolés en DATAS par ExonHit Therapeutics. Méme si le DD peut isoler des
évenements d’épissage alternatif, en relation avec les limites d’extension des fragments en
PCR et I’éventail des tailles de fragments résolus sur gels de DD, le DD permet
principalement d’isoler des différences quantitatives d’expression. La comparaison des
résultats obtenus en DD et en DATAS peut permettre de mieux sélectionner les séquences
modifiées strictement qualitativement (épissage alternatif), ou, au contraire d’isoler des genes
differentiellement exprimés tant au niveau quantitatif que qualitatif entre les tumeurs et les

tissus normaux. D’un point de vue de la propriéte intellectuelle et du dépdt éventuel de
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brevets, la technique du DD, favorisant I’isolement de séquences encore peu ou pas
caractérisées, présente un intérét indubitable.

Une validation plus vaste des genes a titre individuel a été menée grace a la technique
du Northern blot, a I’adoption de la technique du Virtual Northern blot, et a I’émergence de la
PCR quantitative. Parmi les clones présentant les profils les plus intéressants -robustes et/ou
spécifiques du pronostique-, j’ai tenté d’approfondir la caractérisation du profil d’expression
de 4 clones favoris (F1.4, B14.4, 99b78 et P5.1). Pour les 3 clones présentant les profils les
plus robustes j’ai appliqué la technique d’hybridation In Situ, et, tenté d’obtenir des anticorps
specifiques a fin d’analyse en immunohistochimie. J’ai également mené une analyse
fonctionnelle préliminaire de I’effet de la transfection de la séquence codante de ces clones en
orientation sens et antisens, entre autres sur la formation de clones sélectionnés par la

puromycine, et, sur la répartition des cellules dans le cycle cellulaire par la technique FACS.

La mise en évidence dans notre publication d’une amplification de deux régions du
génome, contenant un cluster de genes impliqués dans la différenciation terminale des
kératinocytes (EDC en 1g21) et dans I’'immunologie (NK complex en 12p13), pourrait étre

confirmée dans des échantillons hypopharynges par PCR quantitative sur ADN géenomique.

En paralléle & I’étude des tumeurs VADS, les sondes focalisées et la sélection des
clones correspondant a ce marquage particulier ont été mis a profit pour I’étude de tumeurs de
prostate, pour lesquelles les contraintes en quantite d’ARN sont comparables a celles
rencontrées dans notre étude VADS. Aprés hybridation des sondes a partir d’ARN tumoral et
de tissu bénin prostatique, quelques génes ont été validés comme associés a la carcinogenése
du cancer de la prostate par Chunhua Zhao. Un de ces genes, inconnu, est en cours d’analyse
fonctionnelle par le Dr Alberto Zambrano. De méme, la plateforme de DD, initiée dans notre
étude, a été mise a profit pour une autre étude de pharmacogénomique, menée par le Dr
Senghua Hao, avec des échantillons de tumeurs présentant ou non des réponses significatives
a la chimiothérapie combinée 5-FU/cisplatine. Les clones isolés par cette étude ont été
rassemblés sur un macro array spécifique (S3) dont la valeur prédictive de la chimioresistance

doit encore étre évaluée.

A la différence de I’étude par puces a ADN Affymetrix, des fragments de séquences
ont été clonés et peuvent étre mis a profit, tant pour la constitution de puces a ADN et de
macro-arrays, que pour une utilisation pour des tests fonctionnels de masse. Nous avons déja
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initié une analyse de la valeur pronostique de la collection de marqueurs issus du DD sur
macro array constitués de membranes de nylon. Les résultats préliminaires semblent indiquer
que, compte tenu de la sensibilité des sondes disponibles a I’heure actuelle, la force du
Differential Display -sa capacité a isoler des sequences différentiellement exprimées de faible
abondance- constitue sa plus grande limite en terme de validation de masse. L’utilisation de
sondes mettant a profit la technologie des oligodendrimeres ou les dernieres évolutions de
sondes linéaires developpées par Affymetrix pour ses puces pourrait éventuellement permettre
de lever cette limite. Le clonage des sequences complétes ou la constitution d’une puce avec
les clones IMAGE correspondant a nos clones pourrait peut étre permettre d’augmenter la
sensibilité du macro array. En attendant ces améliorations techniques, les clones faiblement
exprimés doivent étre validés a titre individuel.

Les clones isolés en DD les plus informatifs en terme d’évolution tumorale devraient
étre réunis sur une membrane, ou, plus vraisemblablement une plateforme de PCR
quantitative en 96 puits, aux autres clones possédant une valeur pronostique issus de I’analyse
sur puces Affymetrix « VADS » et validés en étude prospective. Une autre approche pourrait
consister en une validation individuelle, ou, en masse par PCR quantitative en 96 puits, des
séquences codant pour des protéines inconnues, prédites comme membranaires (domaine
transmembranaire) ou sécrétées (peptide signal) par bio-informatique parmi la collection DD,
a des fins d’application diagnostiques ou thérapeutiques.

Une analyse complémentaire des membranes de nylon haute densité sur un nombre
restreint de lignées cellulaires (Fadu, Det562, RPMI2650, HaCaT) et de cellules primaires
(HEK-a) pourrait étre menée. De maniére a mieux caractériser les évenements associés a
I’initiation tumorale, une analyse sur des lésions pré malignes VADS, comme les échantillons
indiens étudiés par le Dr Rahlan, pourrait étre menée. Cette analyse pourrait également
permettre d’isoler des altérations spécifiques de I’association alcool/tabac par opposition a la

consommation de Béthel.

Apres re-amplification des séquences DD et clonage dans un vecteur d’expression
eucaryote, des micro-arrays fonctionnels pourraient étre constitués. Des micro-arrays
« fonctionnels » ont été décrits (Ziauddin & Sabatini, 2001). lls permettent, aprés culture de
cellules sur la puce contenant des clones enrobés dans un milieu de transfection, I’expression
locale d’un gene donne. L’analyse fonctionnelle de centaines de génes devient possible en
parallele. Le point critique de I’analyse de ce type de puce fonctionnelle est la détermination

du phénotype observé dans les cellules transfectées (induction de I’apoptose, morphologie des
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cellules, taille des colonies, expression d’un marqueur, etc... limitée par I’imagination de
I’expérimentateur et les contraintes techniques). Ce type d’array pourrait étre utilisé, une fois
constitué aussi bien avec des lignées cellulaires dérivées de tumeurs VADS que d’autres
origines comme de la prostate.

L’ensemble des clones pourrait étre ré-amplifié et cloné dans un vecteur d’expression
de type rétrovirus, pour analyser I’effet antisens de ces clones et de fragments possédant un
effet dominant négatif, et identification de Gene Suppressor Elements {GSE ; (Gudkov &
Roninson, 1997; Roninson & Gudkov, 2003)}, élements régulateurs négatifs d’expression
génique. La techniqgue MaRX (Hannon et al.,, 1999), relativement similaire, pourrait

également étre utilisée.

2. Perspectives sur I’étude globale par puces a ADN Affymetrix

Le mérite de I’analyse Affymetrix est d’avoir pu isoler une signature permettant de
distinguer les tumeurs pourvues ou non d’un potentiel métastatique (Cromer et al., 2003). La
robustesse de cette signature doit encore étre confirmée par une étude prospective sur un
nombre important de patients. Les meilleurs marqueurs pronostiques devront étre rassemblés
sur une membrane pronostique ou étudiés par PCR quantitative en plaques 96 puits. Une
signature « metastatique » apparait a partir des tumeurs primaires et non d’echantillons
métastatiques : elle pourrait permettre la détection des patients a risque dés leur traitement
initial par chirurgie. Comme pour I’étude DD, les meilleurs marqueurs pronostiques doivent
encore étre évalués a titre individuel ou en combinaison en nombre limité.

Les données issues d’études sur le méme support étant relativement comparables,
I’ensemble des résultats obtenus sur les tumeurs hypopharyngées analysées pourraient étre
mis en ligne sur un site dédié afin de participer a la caractérisation des tumeurs d’origine

variée.

Comme évoqué dans la partie 1, les techniques de puces a ADN ne constituent pas une
panacée. Encore récemment, des auteurs (Tan et al., 2003) ont constaté de vastes divergences
lors de I’analyse multiple d’échantillons identiques avec les plateformes Affymetrix,
Amersham (oligonucleotides) et Agilent (ADNc). En fait, ces auteurs concluent que les
differences identifiées sont dépendantes de la plateforme utilisée. Une partie des discordances

observées pourrait correspondre, outre des biais intrinséques différents, a la détection de
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variants d’épissage alternatif différents et a un traitement des données brutes différents
(algorithmes). Malgré leurs limites, ces technologies sont particulierement adaptées a la
définition d’un groupe de geénes sur lesquels les efforts d’investigation peuvent étre

concentres.

3. Perspectives technologiques et applications diagnostiques de nos études

Tout d’abord, d’un point de vue technologique, il apparait clairement que si I’étude
DD devait étre initiée aujourd’hui, I’accés de plus en plus aisée a la technologie Affymetrix
nous pousserait & choisir cette plateforme. Cette technologie permet, entre autres, d’obtenir
rapidement des resultats par rapport au DD, qui nécessite de nombreux clonages et des
expériences de validation secondaires laborieuses. Il n’en demeure pas moins que le DD
posséde encore, pour un temps de plus en plus restreint, la plus grande capacité a isoler des
évenements demeurés inconnus. Notre collection de marqueurs potentiels de la carcinogenése
serait moins exhaustive sans la contribution du DD, en particulier pour les genes faiblement
exprimés. 1l semble, d’apres les résultats de Tan et al (Tan et al., 2003), qu’aucune plateforme
commerciale de puces a ADN ne peut assurer une analyse exhaustive du fait de ses biais
propres. Une stratégie visant a une exhaustivité maximale pourrait consister en une analyse
simultanée sur plusieurs plateformes commerciales. Par rapport a notre étude, la plupart des
études en DD sont réalisées sur un champ plus limité, avec quelques amorces arbitraires, de
maniére a isoler rapidement quelques génes inconnus dont la fonction est ensuite étudiée.
Remarquons que si les étapes du protocole de DD sont réalisées assez rapidement, les étapes
de validation secondaire deviennent extrémement longues et laborieuses quand le DD est
entrepris a grande échelle. La plupart des études sont réalisées dans des lignées cellulaires
plutdt que sur des biopsies tumorales, de fagon a faciliter les étapes de validation secondaire.
De plus, I’étude de la variation de I’expression de genes en réponse a un stimulus précis dans

une lignée cellulaire, permet de retourner plus facilement a la fonction des génes isolés.

Aprés combinaison des marqueurs pronostiques issus de DD et de I’étude par puces
Affymetrix, une étude prospective doit étre réalisée sur un nombre étendu de patients. Un
transfert technologique au niveau clinique doit étre envisage. Pour cela, une membrane
prédictive de I’évolution tumorale pourrait étre constituée. La stratégie méthodologique

pourrait consister a réaliser un macro-array sur membrane de nylon, de taille restreinte et
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utilisable en laboratoire hospitalier, a partir des séquences les plus spécifiques de chaque
transcrit (hors des domaines conservés de familles de génes). Le marquage des sondes
pourrait étre réalisé de maniere analogue aux membranes Atlas, avec un melange d’amorces
correspondant a la collection de genes analysée. Une autre option pourrait étre la fabrication
d’une puce Affymetrix a fagon («customisée »). Cependant ce type de puce reste trés
onéreux. Derniére option, la PCR quantitative a grande échelle (96 puits) pourrait étre mise a
profit. Une difficulté particuliére apparait lors du développement de tests diagnostiques : les
tissus normaux ne sont genéralement pas disponibles (pas de ratio T/N, ni de normalisation
par rapport au tissu normal), et, il faut donc analyser le niveau absolu d’expression du
marqueur pronostique dans la biopsie tumorale -ce qui suppose éventuellement le choix d’un
marqueur invariant pour la normalisation- par rapport a un seuil d’expression
« pathologique ».

La caractérisation de marqueurs pronostiques circulants, détectables dans des
échantillons sanguins (ou urinaires pour des cancers comme ceux de la vessie), est un but
fortement recherché a I’heure actuelle. En cas de trés forte surexpression dans les tumeurs,
comme une différence de type absence/présence, la détection de protéines sécrétées, ou méme
de cellules cancéreuses circulantes, (PCR quantitative sur ARN, technique tres sensible)
pourrait étre envisagée malgré la dilution dans le flux sanguin. Une focalisation sur les
protéines sécrétées, marqueurs humoraux potentiels de la carcinogenése, pourrait étre menée
apres tri bioinformatique des protéines potentiellement sécrétées.

Si une signature du potentiel métastatique a peut étre été déterminée dans I’étude
Affymetrix -I’étude prospective restant & mener- il serait également important de caractériser
une signature du potentiel de récurrence locorégionale (SPT), particulierement fréquentes
dans les cancers VADS soumis a la cancérisation par champs. La valeur prédictive de cet outil
diagnostique pourrait étre évaluée sur d’autres types de cancers, en particulier des carcinomes.
Enfin, I’étude fonctionnelle de quelques genes prédictifs de I’évolution tumorale pourrait
devenir une priorité, si un ou plusieurs genes s’avéraient étre des marqueurs robustes du

pronostique.

L’ensemble de notre stratégie expérimentale a été centré sur I’analyse du
transcriptome, en lien avec la disponibilité de techniques d’analyses sensibles et globales. Le
développement plus récent des techniques d’analyse protéomique pourrait justifier une
analyse complémentaire au niveau du protéome. Une stratégie risquée —peu de marqueurs

étant sans doute isolés en lien avec des phénoménes de dilution- mais proche du
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développement d’outils diagnostiques utilisables au niveau clinique, pourrait étre une analyse
protéomique d’échantillons sanguins issus de patients atteints de tumeurs VADS bien
caractérisees. La mise au point d’un test de type ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay) pourrait étre entreprise dans la foulée.
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B. Perspectives sur les applications thérapeutiques
potentielles : genes cibles favoris

1. Perspectives sur le gene HOP, gene suppresseur de tumeurs potentiel

HOP ayant été bien caractérise fonctionnellement dans le développement
embryonnaire cardiaque (boucle de régulation négative de Nkx2.5 via interaction avec le
SRF), et, ayant été mis en relation avec une fonction de géne suppresseur de tumeurs dans le
choriocarcinome, I’étude de ce clone ne va vraisemblablement pas étre poursuivie beaucoup
plus avant. En effet, I’analyse de genes inconnus ou non publies est favorisée au laboratoire,
de maniere a maximiser I’impact de nos publications.

En tant que communication courte, la fonction de HOP ne sera reliée a la
différenciation que par les données existantes dans le développement cardiaque et le profil
d’expression en Hybridation In Situ. Si cette communication courte devait étre étoffée et
soumise en tant que publication classique, une expérimentation de différenciation des cellules
HaCaT par le CaCl,, avec analyse des variations éventuelles de I’expression des kératines 1,
10 et éventuellement 14, resterait a compléter.

La protéine HOP est un gene suppresseur de tumeurs dont la taille exceptionnellement
réduite pourrait refléter une économie d’énergie sélectionnée au cours de I’évolution. Le géne
étant de petite taille, il constitue une cible également réduite pour les mutations. Les hélices
3/4 sont conservées bien que ne possédant pas de fonction dans la carcinogenese et dans le
développement cardiaque. Nous avons démontré une expression de HOP dans divers tissus du
cerveau (multiple tissue array ; non présenté). Il est possible que ces hélices conservées soient
impliquées dans d’autres procédés, comme dans une fonction au niveau du cerveau. Une
fonction éventuelle dans le cerveau ou dans les tumeurs du systéme sympathique périphérique
tels les neuroblastomes (démonstration éventuelle d’une expression différentielle) pourrait
étre étudiée.

Si I’étude devait étre poursuivie, une tentative de clonage de la séquence codante de
I’isoforme B de HOP/mOBL. devra étre entreprise.

La caractérisation fonctionnelle pourrait mettre a profit I’existence de clones stables,

en combinaison avec la technique ARN interférence (RNAI). Si des tests de clonogénicité ont
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été entrepris, ils pourraient étre répétés avec le vecteur pCMV. Des tests de migration
(Boyden chamber) et de croissance en absence d’adhésion au support (soft agar growth assay)
pourraient étre realises apres transfection de HOP en orientation sens dans les lignées
tumorales, ou, d’un RNAIi pour HOP dans la lignée HaCaT. En cas de différences
significatives de comportement (test de clonogénicité, croissance en soft agar, migration en
chambre de Boyden, temps de doublement), I’analyse de la tumorigénicité pourrait étre
poursuivie par injection dans des souris nude.

Des souris inactivees pour le gene HOP ont été produites et ont été étudiées pour leur
phénotype au niveau du développement cardiaque embryonnaire. Aucune formation accrue de
tumeurs n’a été rapportée. Ceci peut étre lié a deux causes : les souris n’ont pas été analysé
pour un tel phénotype et n’ont pas été observees intensivement a un age suffisamment avance,
ou, la formation de tumeurs nécessite une initiation par exposition a des substances
cancérogenes. L’étude de I’effet de I’exposition & des applications de 7,12-dimethylbenz-
[alpha]-anthracene (DMBA) / 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), sur la peau ou
ingérées dans la nourriture pourrait étre étudié chez ces souris, en relation avec la formation
de carcinomes au niveau de la peau et des muqueuses VADS. Le modele « Pouch model »
d’introduction des substances carcinogénes (introduction par incision cutanée d’un réservoir
diffusant lentement ces substances dans la joue de souris) pourrait aussi étre utilisé dans ce
contexte. Des modeles de souris présentant spontanément des tumeurs, comme les souris p53
-/-, pourraient étre croisées avec les souris HOP -/- de maniere a évaluer une accentuation
potentielle du phénotype chez les doubles mutants.

Quelques geénes cibles de HOP (indirects via interaction avec le SRF) ont été décrits
par analyse sur micro-array au niveau cardiague (myocarde). Des génes cibles
supplémentaires pourraient étre isolés par comparaison de I’expression génique dans les
muqueuses VADS de souris déficientes pour HOP a I’age adulte. L expression des genes dans
les tumeurs formées dans des souris, a différents stades de progression (y compris
I’épithélium hypopharyngé normal) pourrait é&tre comparée entre souris sauvages et mutantes.

Nous avions initialement fait I’hypothése d’une interaction entre HOP (alors décrit
comme SMAP31, trés homologue de I’lhoméodomaine de Pax6) et le facteur de transcription a
potentiel oncogénique Pax6 pour expliquer le role de gene suppresseur de tumeurs de HOP.
Une interaction physique pourrait étre analysée par des études de co-immunoprécipitation, et,
les effets de la surexpression de HOP sur I’expression d’un gene rapporteur régulé par Pax6

pourraient étre mesurés.
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D’aprés les données sur le développement cardiaque, la protéine SRF interagit
physiquement avec HOP (Chen et al., 2002; Shin et al., 2002 ). Les facteurs TCF (Ternary
Complex Factors) sont des régulateurs de la fonction du SRF. Une interaction fonctionnelle
entre HOP et les TCF pour la régulation des geénes induits par le SRF pourrait étre
investiguée, mettant a profit I’expertise du laboratoire concernant cette famille de protéines.

Une étude par criblage en double hybride pourrait permettre d’identifier
exhaustivement les protéines interagissant avec HOP. Le méme but pourrait étre atteint par
fixation de la protéine HOP purifiée sur un support d’analyse en spectrometrie de masse de
type SELDI-TOF (Surface enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry), et, mise en contact avec les protéines isolées d’épithélium normal VADS (issu
d’opérations d’ablation de la luette par exemple) ou de kératinocytes primaires en culture.

D’un point de vue thérapeutique, a long terme, HOP étant exprimé a un niveau
relativement élevé dans les cellules épithéliales normales (détection en NB et en ISH
techniques relativement peu sensibles), la surexpression de HOP pourrait étre bien tolérée par
les cellules normales, tandis qu’elle pourrait préférentiellement inhiber la prolifération des
cellules cancéreuses, comme indiqué par Asanoma dans le cadre du
choriocarcinome (Asanoma et al., 2003): une inhibition totale de la formation de tumeurs par
injection sous cutanée de clones stables exprimant HOP dans les souris nude a en effet été
démontrée, les rares tumeurs se formant ayant éliminé le transgéne. Il demeure a démontrer la
capacité de HOP a induire la différenciation des cellules cancéreuses (le temps de doublement
est allongé pour les clones stables exprimant HOP dans des lignées de choriocarcinomes),
voir leur apoptose. Dans cette perspective, la courte taille de HOP contribuant peut étre a une
production efficace de la protéine, il serait envisageable de mettre en ceuvre une thérapie
génique des tumeurs VADS, tumeurs de mauvais pronostique, facilement accessible, et, ne
nécessitant pas nécessairement de ciblage des cellules transfectées (traitement locorégional

rendant I’utilisation de vecteurs de type liposome).

Si une analyse par PCR quantitative au niveau de I’ADN génomique indiquait une
perte d’expression sans perte allélique (LOH) de HOP, une étude de la régulation du
promoteur de HOP pourrait étre entreprise dans I’espoir d’identifier des régulateurs positifs de
son expression. Il serait alors intéressant de tester I’effet thérapeutique éventuel d’une ré-
induction de I’expression de HOP.
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2. Perspectives sur les oncogenes potentiels

Les oncogenes putatifs isolés dans notre étude doivent étre analysés plus
profondément avant d’étre développés comme cibles thérapeutiques potentielles. En
particulier, leur profil d’expression, en particulier leur éventuelle valeur pronostique, doit étre
validée sur un nombre étendu de patients par la technique de PCR quantitative en temps réel.
Outre la valeur pronostique, la fréquence d’altération de ces genes est critique dans I’optique

d’applications thérapeutiques au niveau clinique.

La caractérisation de I’expression devra étre poursuivie en optimisant les conditions d’analyse
par immunohistochimie. Diverses dilutions des sérums, le blocage des interactions
Antigéne/Anticorps par le sérum de chévre (heat inactivated goat serum) plutét que la BSA,
les conditions de démasquage des épitopes pourraient étre testées. Certains sérums pré
immuns produisant un bruit de fond important, en lien avec une immunité intrinsequement
active et inexpliquée des lapins sans lien avec la problématique, ils pourraient étre purifiés de
maniere identique aux sérums purifiés. Si le géne s’avérait indicatifs du pronostique,
I’amélioration des anticorps pourrait permettre une tentative de détection de ces protéines en
tant que marqueur circulant, et, permettre la constitution de tests de type ELISA. Dans ce

cadre, la production d’anticorps monoclonaux pourrait devenir critique.

Divers modeles de surexpression doivent étre mis en ceuvre afin d’assurer I’analyse

fonctionnelle de ces genes.

L’analyse du cycle cellulaire par FACS pourrait étre répétée avec les variants
nouvellement caractérisés des genes d’interét, apres re-clonage. Un clonage dans les vecteurs
pCMYV et pCDNAS3 pourrait permettre une surexpression plus marquée et des effets plus nets.
L’étude du comportement de clones stables surexprimant les genes d’intérét, leur antisens ou
un ARNi (vecteur pPSUPER) pourrait étre analysée par une batterie de tests fonctionnels (tests
de clonogénicité, croissance en soft agar, chambre de Boyden, mesure de I’apoptose par la
technique TUNNEL, etc...), de maniére a confirmer leur potentiel oncogenique et mieux

cerner leur fonction.

La tumorigénicité des clones stables pourrait étre analysée dans la lignée HaCaT, non

tumorigene mais capable de former des tumeurs (injections sous-cutanées) dans les souris
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nude apres transformation par H-Ras activé. A I’inverse, I’effet de I’antisens/ du ARNi de ces
génes pourrait étre analysé dans des lignées tumorigéniques, comme Fadu et Det562.

Sur un plus long terme, la fonction oncogénique de ces protéines devra étre analysée
dans des modéles murins formant spontanément ou non de tumeurs.

Une serie de constructions genérées par le Dr Ganguli permettant I’expression d’un
transgene sous le contréle du promoteur de la kératine 14 K14 dans les couches basales de la
peau (Ganguli et al., 2000) ainsi que, de maniéere plus générale, dans les cellules basales des
épithéliums a un moindre niveau d’expression, pourraient étre utilisée chez la souris. Une
tumorigenése éventuellement induite par surexpression dans les cellules de la couche basale
de la peau pourrait étre analysée. L apparition de tumeurs pourrait étre facilitée par traitement
au DMBAJ/TPA ou par utilisation de souris présentant spontanément des tumeurs comme les
souris p53 -/-.

Le promoteur de I’involucrine permet une expression dans les cellules suprabasales des
épithéliums squameux stratifiés (Carroll et al., 1993). Ces cellules étant déja en cours de
différenciation, il est probable que la surexpression de nos oncogenes putatifs (FLJ10261 et
99b78) sous le contrdle de ce promoteur ne permette pas une formation accrue de tumeurs,
sauf si leur effet est assez puissant pour inverser le processus de différenciation. Outre le
promoteur de K14, le promoteur ED-L2 du virus Epstein-Barr est capable de diriger
I’expression d’un transgéne dans les épitheliums squameux stratifiés de la cavité buccale et de
I’oesophage. Ce modéle a été validé par expression de la cycline D1 dans des souris
déficientes pour p53 pour la formation de carcinomes invasifs, tandis que les souris sauvages
développent des hyperplasies, bénignes (Opitz et al.,, 2002). Ce modéele pourrait nous
permettre d’analyser la fonction de nos genes surexprimés dans les tumeurs.

Pour les 2 oncogénes putatifs présentés dans cette thése, possédant tous deux des domaines
transmembranaires, les ligands ou les substrats potentiels devront étre déterminés. Une série
d’une dizaine de génes rapporteurs spécifiques de voies classiques de signalisation pourrait
étre mise a profit afin de déterminer les voies de signalisation situées en aval de ces récepteurs
potentiels.

Si la nature d’oncogéne et la fonction de nos oncogeénes putatifs pouvaient étre ainsi
validés, [I’identification de composés chimiques capables d’inhiber leurs capacités
tumorigéniques, par criblage de bibliothéques de drogues, pourrait étre entreprise, de facon a
envisager des applications thérapeutiques. Les composés pourraient étre testés, dans les
modeéles murins de surexpression de nos cibles, pour leur capacité a inhiber la formation de
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tumeurs, puis dans des modéles murins sans surexpression formant des tumeurs (souris p53-/-,
souris sauvages traitées au DMBA/TPA, « pouch model »).

ExonHit Therapeutics S.A. pourrait mettre en ceuvre son ceuvre son outil prédictif Safe-Hit, de
maniere a sélectionner les composés actifs présentant la toxicité la plus réduite, avant la mise

en place d’essais cliniques chez I’homme.

3. Perspectives sur le géne FLJ10261

La caractérisation de I’expression de FLJ10261 dans les tumeurs VADS, et, en
particulier, de sa nature pronostique éventuelle, est actuellement poursuivie au Centre Paul
Strauss par analyse PCR quantitative en temps réel sur un nombre plus étendu de patients.
Des amorces correspondant aux variants 7 et 8 transmembranaires ont été dessinées et sont en
cours d’analyse de maniére a confirmer une expression différentielle, pour I’une et/ou I’autre
de ces formes. Les premiers résultats confirment une trés forte surexpression de FLJ120261
(ratio T/N d’environ 10) dans une proportion importante de tumeurs (environ 80% des
patients). Le locus 11913 etant frequemment amplifié dans les tumeurs VADS, comme
démontré par I’étude de I’amplification de la cycline D1 (Muller et al., 1994; Muller et al.,
1997), I’'amplification du géne FLJ10261 va étre analysée sur I’ADN génomique de patients
surexprimant ce géne. La valeur pronostique de FLJ10261, éventuellement en combinaison
avec la cycline D1, va étre évaluée. L’obtention d’anticorps spécifiques de la version 8
transmembranaire pourrait étre entreprise, une fois son expression différentielle tumorale
confirmée.

La caractérisation des anticorps devra étre poursuivie. Les serums pré immuns produisant un
fort bruit de fond (présence de bandes avant immunisation des lapins), ils vont étre purifiés de
maniére strictement identique aux sérums purifiés, de fagcon a mieux pourvoir gagner en
specificité en immunohistochimie. La répétition de ces expériences, avec un sérum pré immun
plus faible, pourrait permettre de tirer des conclusions plus claires sur la localisation des
cellules exprimant FLJ10261 dans les tumeurs. La découverte récente d’une version longue 8
transmembranaire de FLJ10261 nous amene a reconsidérer I’exclusion éventuelle de sérums
détectant une bande « trop » grande sur des extraits protéiques endogenes. Il est possible que
certains sérums aient été exclus bien qu’ils détectent le produit de grande taille 8

transmembranaire.
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La forme 8 —transmembranaire de la protéine FLJ10261 pourrait posséder des propriétés
régulatrices (régulation indirecte a priori) du cycle cellulaire ou de I’apoptose que la version 7
transmembranaire ne possederait pas. Elle devra étre clonée et étre analysée au niveau
fonctionnel (FACS et autres tests fonctionnels).

La protéine FLJ10261 étant potentiellement localisé dans des « speckles » nucléaires
des cellules HaCaT, il pourrait étre utile de tenter de co-localiser FLJ10261 avec un facteur
d’épissage précis par immunocytochimie avec le sérum 2069 et un série d’anticorps
spécifiques de différents facteurs d’épissage. Le premier candidat pourrait étre le facteur
d’épissage SC35, par analogie avec la protéine des jonctions serrées ZO-2. Si une co-
localisation pouvait étre observée avec ce facteur d’épissage, il serait intéressant d’évaluer un
role éventuel de FLJ10261 dans les jonctions serrees et dans la perméabilité cellulaire.

La construction de vecteurs codant pour des protéines de fusion avec la GFP a I’extrémité 3’
de la séquence codante (localisation du peptide 2069) pourrait permettre de suivre, dans les
clones stables correspondants ou dans des cellules transfectées transitoirement, le clivage et la
relocalisation éventuelle de FLJ10261 en réponse a des stimuli comme la densité cellulaire
(par analogie a ZO-2), les UV ou d’autres mutagenes, I’induction par le sérum, des inducteurs
de p53 comme I’anisomycine, des facteurs de croissance comme EGF ou encore des drogues
de chimiothérapie (sélection d’une présence nucléaire ou membranaire).

Une fois le profil d’expression, I’éventuelle valeur pronostique confirmée et des effets
fonctionnels démontres, il sera particulierement intéressant, mais aussi difficile, d’identifier
les ligands ou les substrats de ce récepteur/transporteur transmembranaire. Pour cela, la
technique double hybride dans la levure pourrait étre mise a profit dans I’hypothése ou le
ligand/substrat de FLJ10261 serait une protéine.

L’ immobilisation de FLJ10261 sur un support et un traitement par la méthode de protéomique
SELDI-TOF récemment installée a P'IGBMC, pourrait permettre d’identifier le
ligand/substrat.

4. Perspectives sur le clone 99b78

Du fait de I’évolution des bases de données, I’expression différentielle des diverses
isoformes potentielles de 99b78 devra étre confirmée sur un plus grand nombre de patients

par Realtime quantitative PCR. En cas d’expression différentielle d’isoformes non clonées, le
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clonage de la séquence codante devra étre entrepris. Pour s’assurer d’isoler toutes les
isoformes possibles, une expérience de 5 RACE pourrait étre menée.

Apres purification des sérums pré immuns, I’experience devra étre répetée avec

potentiellement un bruit de fond plus faible.

Une localisation nucléaire pouvant étre observée pour ce clone, tant avec une version
étiquetée qu’avec la protéine endogene (en admettant la spécificité du sérum 2026), I’étude de
la régulation de la localisation de ce clone en réponse a divers stimuli pourrait étre effectuée
dans des clones stables exprimant une protéine de fusion avec la GFP (fusion en 5’ de la
séquence codante de 99b78). L’induction d’un clivage par des stress cellulaires pourrait étre
étudié. Une tentative d’identification de la protéase impliquée dans ce clivage pourrait étre
menée par analyse in vitro dans un premier temps, avec les protéines TACE et SP1. La
surexpression par transfection de ces protéines pourrait éventuellement induire une re-
localisation nucléaire de 99b78 dans les cellules en culture. L’effet d’une modulation du
niveau des stérols, responsables du déclenchement du systeme ERAD pourrait étre évalué au

niveau du réticulum endoplasmique.

Le role potentiel de kinase ou dans la transduction du signal en général de 99b78
pourrait étre étudie, en accord avec les résultats préliminaires obtenus sur la phosphorylation
des MAP kinases ERK1/2. Une série d’une dizaine de génes rapporteurs correspondant a des
voies de signalisation classiques sont disponibles dans le laboratoire, et, pourraient permettre
d’évaluer le role de 99b78 dans ces voies de signalisation. La fonction éventuelle d’alcohol
dehydrogenase pourrait étre évaluée par suivi de I’activité de la protéine purifiée in vitro, ou,
in vivo dans les clones stables surexprimant 99b78 , par suivi des variations des taux d’alcool

par HPLC ou des flux par un hydrogéne tritié fixe sur les alcools.

Aprés demonstration du potentiel oncogenique de 99b78, élucidation de son mode
d’action, voir de ses partenaires, la recherche de substances chimiques ou d’anticorps inhibant

sa fonction devra étre entreprise, dans la perspective d’applications thérapeutiques.

5. Perspectives générales sur les traitements futurs des cancers

Deux de mes quatre clones favoris ont fait I’objet d’une publication (une complete

avec élucidation d’aspects fonctionnels et une purement bioinformatique In Silico) au cours
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de mon projet de these. Ceci illustre la trés grande compétitivité existant dans la
caractérisation des acteurs moléculaires de la carcinogenese, et, des pathologies humaines en
géneral. Plusieurs de mes anciens génes favoris, initialement inconnus, se sont vus inclure a
des brevets dans d’autres cancers (carcinome hépatocellulaire notamment). Ceci illustre le
dynamisme de la recherche contre le cancer. En méme temps, ce fait démontre un éventuel
risque de sclérose de la recherche du fait du dépét de brevets, parfois généraux, obscurs, sans

suites, et sans perspective réelle d’applications thérapeutiques (blanket patent).

De maniére positive, ce fait illustre également I’avancée des connaissances sur le
cancer dont le transfert a des applications cliniques commence a porter ses fruits, comme mis
en évidence par le développement de drogues spécifiques de cellules cancéreuses comme le
Gleevec et I’herceptin. Nous espérons donc que la signature de I’expression dans les tumeurs
VADS que nous avons définie par une approche combinant deux techniques d’analyse a large
échelle, aura des applications cliniques a deux niveaux : au niveau du pronostique, permettant
une meilleure adaptation du protocole thérapeutique ; au niveau thérapeutique lui méme, en
offrant de nouvelles cibles potentielles au drug design. Dans cette perspective, la forte
fréquence de certaines altérations identifiees dans notre étude est particulierement
prometteuse. Les événements de perte d’expression de potentiels génes suppresseurs de
tumeurs étant trés fréquents, une application de la thérapie génique pourrait étre, a terme,
envisagée pour ces tumeurs de mauvais pronostique, dont la localisation superficielle permet
I’utilisation de vecteurs de type liposome. De nombreux clones isolés en DD ne sont pas
associés a des genes de fonction connue et constituent donc une réserve importante de

nouvelles cibles potentielles.

Par analogie au SIDA, il est probable que le traitement des tumeurs, possédant
fréguemment des mécanismes de resistance aux traitements, sera grandement amélioré par la
combinaison de plusieurs drogues possédant des cibles —type cellulaire comme les cellules
endothéliales intratumorales, cellules cancéreuses, cellules immunitaires, mais aussi des cibles
protéiques spécifiques impliquées dans divers processus cellulaire comme I’apoptose, la
migration, I’adhesion, etc...-, des mécanismes d’action et des mecanismes de résistance
differents. De méme, la spécificité d’action des drogues en cours de développement pour les
cellules cancéreuses, ou, les cellules endothéliales impliquées dans la néoangiogenese

tumorale, devrait entrainer une moindre toxicité que la majorité des agents actuels. Il est donc
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particulierement important de fournir le plus de cibles possible de maniére a augmenter

I’arsenal de composés chimiques anti-tumoraux.

Le cancer éetant, en partie, une maladie du vieillissement, son traitement aurait sans
doute pour conséquence un accroissement de la durée de vie, I’émergence de nouvelles
limites, et, une importance croissante de certaines maladies comme, par exemple, la maladie
d’Alzheimer. Une amélioration significative du traitement des cancers VADS, et des cancers
en général, devrait mener, comme dans le cas du SIDA, a un changement de perception de la
maladie, a un moindre impact psychologique du diagnostique de cancer, et, a une meilleure

acceptation sociale des malades atteints de cancer.
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Abstract

Upper aerodigestive tract cancers are the fifth most common cancer worldwide and
account for 780’000 new cases per year. Despite research on alternative therapeutical
protocols the 5 year survival rate has not significantly improved over the past three decades.
Individual prognosis markers are yet insufficient and histopathological features of the tumour
(TNM, differenciation index) constitute the best indicator of prognosis. In order to generate a
comprehensive collection of differentially expressed genes in these tumours, we have
analyzed the transcriptome of early as well as further advanced hypopharyngeal tumours
bearing or not metastatic propensity. We have analyzed the tumour and normal tissue from the
same patients. Performing a large scale (56 primers) Differential Display (DD) analysis has
allowed us to generate a collection of 1200 differentially expressed genes in tumours. The
differential expression of a subset of 70 genes has been demonstrated with complex probes
(Lemaire et al., 2003). The prognostic value of our DD collection is currently evaluated on 50
individual patients. The DD technique has been used to maximize isolation of genes
independently of their abundance, and thus the isolation of unknown or key regulatory genes
expressed at low copy number. An Affymetrix DNA chip analysis has been performed
(Cromer et al., 2003) in order to provide a supplementary screening for prognostic markers on
essentially known genes. ExonHit Therapeutics S.A. has performed a qualitative profiling of
alternatively spliced transcripts of the same tumours using its patented DATAS technique.
The characterization of the expression of 4 target genes (1 under expressed in tumours and 3
over expressed in tumours) has been furthered using a variety of techniques (Virtual Northern
blot, Northern blot, PCR, immunocytochemistry, in  situ  hybridization,
immunohistochemistry). The coding sequences of these genes have been cloned into
mammalian expression vectors in sens and antisens orientation. The FACS based cell cycle
analysis technique, clonogenicity assays, and western blotting have been used to evaluate
potential effect of ectopic expression of these genes. The functional study of these genes as
potential therapeutic targets is in progress.
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Résumeé

Les cancers des voies aérodigestives supérieures (VADS) sont le 5M cancer le plus
commun dans le monde et représentent 780’000 cas nouveaux par an. Malgré des recherches
de nouveaux protocoles thérapeutiques la survie a 5 ans des patients n’a pas eté
significativement améliorée lors des trois derniéres décennies. L’utilisation de marqueurs
pronostiques individuels est insuffisante a ce jour et les grade histopronostique de la tumeur
(TNM, index de différenciation) est a ce jour le seul indicateur pronostique avancé. De
maniere a genérer une collection aussi exhaustive que possible de géenes differentiellement
exprimés dans les tumeurs VADS, nous avons analysé le transcriptome de tumeurs
hypopharyngées de stade précoce et de stade plus avancé, présentant ou non une propension a
la métastase. Nous avons comparé I’expression des genes pour les tissus tumoraux ainsi que
les tissus normaux issus du méme patient. La technique du Differential Display (DD),
entreprise a grande échelle (56 amorces arbitraires) nous a permis d’isoler une collection de
17200 genes potentiellement différentiellement exprimés dans les tumeurs. Un sous-groupe de
70 génes a eté mise en évidence comme différentiellement exprime avec une sonde complexe
(Lemaire et al., 2003). L étude de la valeur pronostique de I’ensemble de notre collection DD
est en cours sur une cinquantaine de patients. La technique du DD a été utilisée de maniére a
isoler des genes indépendamment de leur niveau absolu d’expression, afin d’isoler des genes
inconnus ou des genes-clés, régulateurs exprimeés a faible niveau. La technique des puces a
ADN Affymetrix (Cromer et al., 2003) a été utilisée de maniére a effectuer un criblage
supplémentaire essentiellement orienté sur le criblage des genes connus, pouvant posseder
une valeur pronostique. ExonHit Therapeutics SA a mis en oeuvre la technique brevetée
DATAS de facon a isoler les transcrits de I’épissage alternatif exprimés dans les tumeurs de
différents types tumoraux. La caractérisation de I’expression de 4 geénes favoris (1 sous
exprimé et 3 surexprimés dans les tumeurs) a été entreprise par diverses techniques (Virtual
Northern blot, Northern blot, PCR, immunocytochimie, hybridation in situ et
immunohistochimie). Les sequences codantes de ces génes ont été clonées dans des vecteurs
d’expression pour une caractéerisation fonctionnelle par transfection en orientation sens et
antisens avec les techniques de FACS, des tests de clonogenicité, et de Western blot. L’étude

de ces génes est poursuivie dans le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

218



	Table des matières
	Table des figures
	Abréviations
	1. Le Cancer€: notions historiques
	2. Causes du cancer€: mutation et aneuploïdie
	3. Causes de l’instabilité génétique et des mutations
	a. Les mutations sont induites par des carcinogènes
	b. Les causes de l’instabilité génétique
	4. Les gènes€impliqués: Oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs
	a. La découverte des oncogènes
	b. La découverte des gènes suppresseurs de tumeurs
	c. Les voies métaboliques impliquées€: les «€marques€» du cancer
	5. Un modèle de l’initiation et de la progression tumorale
	6. Autres facteurs influencant l’expression génique dans les cancers
	a. Modulation épigénétique de l’expression génique
	b. L’épissage alternatif comme cause de l’expression différentielle
	B. Les cancers des voies aéro-digestives supérieures (VADS)
	1. Données épidémiologiques sur les cancers VADS
	2. Facteurs étiologiques
	a. Alcool et tabac
	b. Virus et autres facteurs alimentaires
	3. Données anatomopathologiques sur les cancers VADS
	a. Aspect anatomopathologique des cancers VADS
	c. Classification TNM
	d. Effet de champ
	4. Altérations chromosomiques et gènes cibles
	a. Altérations les plus communes dans les cancers VADS
	b. Un modèle génétique de progression tumorale des cancers VADS
	5. Traitement des cancers VADS
	6. Les différentes localisations des tumeurs VADS
	a. Les cancers de la cavité buccale
	b. Les cancers du pharynx
	
	
	
	En France, le pharynx est le siège de 35% des cancers VADS, représentant 7’000 cas nouveaux par an. Le pharynx est subdivisé en trois parties€: le rhinopharynx en relation avec les fosses nasales; l’oropharynx en relation avec la cavité buccale, comprena




	c. Les cancers du larynx
	C. Méthodes d’analyse du transcriptome
	1. Les systèmes «€fermés€»
	a. Analyse de gène individuel
	b. Analyse en masse selon le «€Reverse Northern blot€»€: macro et micro arrays
	2. Analyses en masse en systèmes «€ouverts€»
	a. Criblage différentiel (Differential screening)
	b. Techniques basées sur le séquençage en masse: Soustraction Electronique (ES) et SAGE
	c. Techniques basées sur l’hybridation et la soustraction€: RDA, SH, SSH
	d. PCR Differential Display (PCR-DD)
	e. DATAS
	partII finale pdf.pdf
	A. Problématique
	B. Rappel du contexte de l’étude et stratégie expérimentale appliquée à la problématique
	1. Rappel du contexte de l’étude
	a. Contexte historique au niveau du laboratoire
	b. Contexte général
	2. Stratégie expérimentale de l’étude en DD
	3. Design expérimental global€: complémentarité avec l’étude par puces à ADN Affymetrix
	4. Adaptation aux contraintes expérimentales du post-Differential Display
	5. Traitement des échantillons€: Choix entre microdissection ou analyse de la tumeur dans sa globalité

	partIII finale pdf.pdf
	A. La technique du Differential Display
	1. Principe
	2. Facteurs assurant le succès d’une étude en DD
	Amorces PolyT
	b. Amorces HAP
	Influence de la stratégie expérimentale
	3. Une comparaison systématique de quelques techniques ouvertes
	4. Modifications du DD et intégration de plateformes de validation
	a. Analyse en Reverse Northern blot
	b. Synthèse de sondes
	a. Sondes linéaires
	ß. Sondes linéaires basées sur la technologie SMART
	?. Sondes complexes utilisant les amorces de DD
	B. Résultats globaux du DD, face cachée et perspectives
	1. Premier criblage en Reverse Northern blot sur colonies bactériennes
	a. Sondes linéaires
	b. Sondes de type DD
	c. Résultat global du premier criblage
	2. Seconde série de criblages en RN sur fragments de PCR
	a. Choix des sondes
	b. Utilisation de sondes DD de moindre complexité
	3. Etablissement d’arrays finaux pour la première publication
	4. Validation de gènes individuels
	a. Validation par la technique de Northern blot
	b. Validation par la technique de Virtual Northern Blot
	5. Analyse de l’expression de la collection de gènes DD dans 15 lignées cellulaires VADS
	6. Analyse de la valeur pronostique€: macroarray haute densité
	7. Test fonctionnel en masse€:
	C. Base de données€: collection DD dans toute son étendue
	1. Identification des séquences
	2. Confirmation du taux de couverture du génome
	3. Localisation chromosomique
	4. Proportion des différents profils d’expression après validation en Reverse Northern blot
	5. Prédictions de la fonction à partir des catégories de geneOntology
	a. «€Process€»
	b. «€Function€»
	c. «€Component€»
	D. Première publication
	E. Première publication€: commentaires additionnels
	1. Gènes impliqués dans les phénomènes immunologiques
	2. Enzymes
	3. Gènes localisés en 12p13 et 1q21-22
	4. Comparaison avec une série d’autres études sur les cancers VADS
	5. Fréquence élevée des pertes d’expression dans les tumeurs

	part IV finale.pdf
	A. 2ème publication
	B. Commentaires€: comparaison DD/Affymetrix
	1. Contribution personnelle et cadre de l’étude
	2. Résultats résumés
	3. Comparaison avec le DD

	partV finale.pdf
	A. Matériel et méthodes non présentés dans les articles
	B. Communication courte sur F1.4/HOP
	C. Caractérisation de F1.4/HOP/SMAP31/NECC1/mOB1
	1. Analyse informatique de SMAP31
	2. Caractérisation de l’expression dans les lignées cellulaires VADS
	3. Clonage de la séquence codante
	4. Etude de la localisation subcellulaire de la protéine transfectée par immunocytochimie avec l’anticorps Anti-Flag
	5. Obtention d’anticorps spécifiques
	6. Caractérisation de l’expression par Immunohistochimie
	7. Etude de la localisation subcellulaire endogène par immunocytochimie avec l’anticorps spécifique
	E. Etude fonctionnelle préliminaire
	1. Etude par FACS
	a. Considérations générales sur mes études par FACS
	b. Résultats pour le clone HOP
	2. Clones stables et test de clonogénicité
	3. Etude de l’induction par le sérum
	4. Etude de l’implication dans la différenciation des kératinocytes
	E. Matériel biologique

	publi 3 short report BJC .pdf
	Implication of the HOP tumour suppressor in HNSCC carcinogenesis.
	Summary
	Introduction
	Materials & Methods
	Results
	Discussion
	Figure Legends
	References

	partVI finale.pdf
	A. Caractérisation du candidat B14.4€: �Hypothetical protein FLJ10261
	1. Profil DD
	2. Identification
	3. Validation en Virtual Northern blot
	4. Validation en Northern Blot
	5. Expression dans les lignées cellulaires VADS
	6. Caractérisation de l’expression par hybridation In Situ
	7. Etude de la localisation subcellulaire de la protéine transfectée par immunocytochimie avec l’anticorps Anti-Flag
	8. Obtention d’anticorps spécifiques
	9. Etude de la localisation subcellulaire endogène par immunocytochimie avec l’anticorps spécifique
	a. Lignée Hacat
	b. Lignée Det562
	c. Lignée Fadu
	10. Caractérisation de l’expression par Immunohistochimie
	B. Etude fonctionnelle€préliminaire:
	1. Test de clonogénicité
	2. Analyse par FACS
	3. Etude de l’induction par le sérum
	C. Avancée des connaissances durant l’étude
	D. Matériel biologique

	partVII finale.pdf
	A. Caractérisation du candidat 99b78€:
	1. Profil en DD
	2. Profil en Reverse Northern blot
	3. Identification du gène
	4. Validation en Virtual Northern blot
	5. Validation en Northern blot
	6. Validation en Northern Slot blots
	7. Etude de l’expression dans les lignées cellulaires VADS
	8. Etude par Hybridation In Situ
	9. Immunocytochimie pour le clone 99b78-Flag
	10. Obtention et caractérisation d’anticorps polyclonaux
	11. Immunocytochimie pour le clone 99b78
	12. Immunohistochimie
	13. Etude fonctionnelle préliminaire
	1. Analyse par FACS
	2. Test de clonogénicité et clones stables
	3. Etude de la régulation par le sérum
	4. Etude de l’induction de kinase en aval de la signalisation membranaire
	C. Matériel biologique

	part VIII perspectives finale.pdf
	A. Perspectives les analyses de masse
	1. Perspectives sur l’étude globale en Differential Display
	2. Perspectives sur l’étude globale par puces à ADN Affymetrix
	3. Perspectives technologiques et applications diagnostiques de nos études
	B. Perspectives sur les applications thérapeutiques potentielles€: gènes cibles favoris
	1. Perspectives sur le gène HOP, gène suppresseur de tumeurs potentiel
	2. Perspectives sur les oncogènes potentiels
	3. Perspectives sur le gène FLJ10261
	4. Perspectives sur le clone 99b78
	5. Perspectives générales sur les traitements futurs des cancers


