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RESUME.
La classification actuelle du cancer de I’endométre, basée uniquement sur 1’histologie,

conditionne la prise en charge thérapeutique alors qu’elle ne montre pas une pertinence suffisante
pour prédire l'envahissement ganglionnaire dans les stades supposés de bon pronostic. La
détermination de profils d'expression biologiques corrélés au statut ganglionnaire et a d’autres
facteurs pronostiques majeurs tels que les emboles lymphovasculaires dans les cancers
endometrioides présumés de stade précoce apparait donc fondamentale pour mieux adapter la prise
en charge chirurgicale et la thérapeutique adjuvante.

Nous avons montré, par une analyse de puce a partir des ARNs extraits de tissus sous
paraffine de cancer de I’endometre de type endométrioide, de grade 1-2, supposé limité a I’utérus,
que les niveaux d’expression de cinqg micro-ARNs (miR-34c-5p, -375, -184, -34c-3p, et -34b-5p)
étaient significativement plus faibles dans les tissus tumoraux avec envahissement ganglionnaire
que dans ceux sans envahissement ganglionnaire. Aussi, les niveaux d’expression de trois micro-
ARNs (miR-34c¢-5p, -23b-5p, et -23c¢) étaient significativement plus faibles dans les tissus tumoraux
avec emboles lymphovasculaires que dans ceux sans emboles. Une analyse d’enrichissement a
montré que les ARNs messagers cibles de ces micro-ARNs étaient associés aux voies de
signalisation impliquées dans la transformation cellulaire et I’invasion néoplasiques.

Une seconde analyse par RT-qPCR a permis de valider ces données puis de déterminer des
seuils de micro-ARNSs corrélés aux facteurs pronostiques. Les patientes avec seuil d’expression du
micro-ARN-375 <0,30 avaient un risque significativement plus élevé d’avoir un envahissement
ganglionnaire (53,3%) que les patientes avec un seuil d’expression de micro-ARN-375 >0,30
(4,8%), p=0,001. Les patientes avec seuil d’expression du micro-ARN-184 <0,30 avaient un risque
significativement plus élevé d’avoir un envahissement ganglionnaire (60%) que les patientes avec
un seuil d’expression de micro-ARN-184 >0,30 (11,5%), p=0,006. Les patientes avec seuil
d’expression du micro-ARN-34c-5p <0,15 avaient un risque significativement plus élevé d’avoir
des emboles (92,3%) que les patientes avec un seuil d’expression de micro-ARN-34c-5p >0,15
(0,0%), p<0,001. Les patientes avec seuil d’expression du micro-ARN-23b-5p <0,51 avaient un
risque significativement plus élevé d’avoir des emboles (90,0%) que les patientes avec un seuil
d’expression de micro-ARN-23b-5p >0,51 (21,4%), p=0,003.

Ces profils d’expression de micro-ARNs fournissent les bases pour de nouvelles études sur
la fonction des micro-ARNSs dans le cancer de ’endométre et pourraient constituer un nouvel outil
au diagnostic du statut ganglionnaire. Le projet de recherche translationnel GYNOMIR est en cours
pour valider ces résultats au niveau plasmatique.

Mots-clés : micro-ARN, cancer endometre, statut ganglionnaire, emboles, miR-34c-5p



ABSTRACT.

Current histological classification of early-stage endometrial cancer (EC) may show
insufficient accuracy to precisely predict lymph node metastases leading to potential over or under
treatment. Hence, additional highly sensitive and specific molecular prognostic biomarkers
correlated with prognostic factors, such as nodal involvement and lymphovascular space
involvement (LVSI), are needed to better adapt surgical management and adjuvant therapies.

We first studied by microarray analysis microRNA expression profiles of formalin-fixed
paraffin-embedded grade 1-2 supposed early-stage endometrioid adenocarcinomas specimen. The
expression levels of 5 microRNAs (miR-34c-5p, -375, -184, -34c-3p, et -34b-5p) were significantly
lower in the EC with positive nodal status compared to those with negative nodal status.
Furthermore, the expression levels of 3 microRNAs (miR-34c-5p, -23b-5p, et -23c) were
significantly lower in the EC with positive LVSI compared to those with negative LVSI. An
enrichment analysis showed that the validated targets for these micro-RNAs were significantly
related to neoplasm cell transformation and cancer progression.

A quantitative reverse transcriptase-PCR assay was used to confirm these results and to
determine micro-RNAs thresholds correlated with prognostic factors. Women with a microRNA-
375-fold change <0.30 were more likely to have positive lymph node (n=8; 53.3%) compared with
those with a microRNA-375-fold change >0.30 (n=1; 4.8%), p=0.001. Women with a microRNA-
184-fold change <0.30 were more likely to have positive lymph node (n=6; 60.0%) compared with
those with a microRNA-184-fold change >0.30 (n=3; 11.5%), p=0.006. Women with a microRNA-
34c-5p fold change <0.15 were more likely to have positive LVSI status (n=12; 92.3%) compared
with those with a microRNA-34c-5p fold change >0.15 (n=0; 0.0%), p<0.001. Women with a
microRNA-23b-5p fold change <0.51 were more likely to have positive LVSI status (n=9; 90.0%)
compared with those with a microRNA-23b-5p fold change >0.51 (n=3; 21.4%), p=0.003.

These microRNA expression profiles may provide a basis for further studies of the micro-
RNA function in endometrioid adenocarcinoma, and be used as a diagnostic tool for nodal status.
The on going translational research project GYNOMIR aims to validate these results at plasmatic

level.

Key-words: microRNA; endometrial cancer; nodal status; lymphovascular space involvement;

miR-34c-5p
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I - Introduction

Le cancer de I’endomeétre (CE) est le premier cancer gynécologique en termes d'incidence
avec 6500 nouveaux cas par an diagnostiqués en France. Les stades précoces représentent 75% des
cas dépistés et sont classés en trois groupes a risque de récidive (bas, moyen, haut) selon trois
criteres anatomopathologiques : le type et le grade histologiques, le degré d'envahissement du

myometre (1).

Les sociétés savantes francaises (2) et européennes (1) ont émis des recommandations visant
a homogénéiser les pratiques de prise en charge de ce cancer et a limiter les morbidités pour les
patientes qui pourraient relever d’un traitement limité. Il est ainsi recommandé de ne pas réaliser de
lymphadénectomie pour les patientes a bas et moyen risques alors qu’une lymphadénectomie
lombo-aortique +/- pelvienne systématique est recommandée pour les patientes a haut risque ou de
stade plus avancé. Cependant, 15% des patientes ayant un CE présumé de stade précoce classé a
moyen ou bas risque de récidive ont des métastases ganglionnaires et sont potentiellement sous-
traitées (3). En effet, s’affranchir de I’information ganglionnaire peut engendrer la mise en place de
traitements adjuvants insuffisants avec un risque de récidive théoriquement plus élevé. La
classification actuelle, uniquement basée sur I’histologie, conditionne la prise en charge
thérapeutique alors qu’elle ne montre pas une pertinence suffisante pour prédire I'envahissement
ganglionnaire. La détermination de profils d'expression biologiques corrélés au statut ganglionnaire
dans les cancers endometrioides (type 1 histologique) présumés de stade précoce apparait donc

fondamentale pour mieux adapter la prise en charge chirurgicale et la thérapeutique adjuvante.

Les micro-ARNs (miARNs), longs d’environ 22 nucléotides, sont des régulateurs post-
transcriptionnels pouvant é€tre impliqués dans certains mécanismes de cancérogénese et de
résistance aux traitements (4). Leur appariement a une séquence complémentaire de I’ARN
messager (ARNm) du gene cible conduit a la répression transcriptionnelle ou a la dégradation de cet
ARNm (5). Les techniques de séquencage de nouvelle génération permettent de les détecter et de
quantifier leur expression (6) a partir de tissus frais ou sous paraffine (7) et de prélevements

sanguins (8). Plusieurs auteurs ont montré que des profils d’expression de miARNs apparaissent

associés a I’envahissement ganglionnaire dans le CE (9—11).
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L’objectif de notre travail était double. Dans un premier temps, nous nous sommes
intéressés a 1’expression de miARNs dans le CE de type I, grade 1-2, en comparant les profils
d’expression des miARNS au sein des tumeurs associées ou non a un envahissement ganglionnaire.
L’amélioration des connaissances biologiques de ces cancers, et en particulier de leur profil
moléculaire, devrait permettre de mieux comprendre le développement et le comportement de ces
tumeurs. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la corrélation entre le seuil
d’expression de miARNs d’intéréts et le statut ganglionnaire. La corrélation de ces niveaux
d’expression de miARNs au statut ganglionnaire devrait permettre de constituer un nouvel outil

diagnostique et une aide a la prise en charge thérapeutique.

Nous avons donc étudié, par une technique d’hybridation sur puce associée a une analyse
bioinformatique, les profils d’expression de 2560 miARNs matures selon le statut ganglionnaire.
Une analyse d’enrichissement a permis de confirmer que les miARNS, dont les profils d’expression
variaient selon le statut ganglionnaire, étaient impliqués dans des voies de cancérogénese et de
processus métastatique. Les niveaux d’expression des principaux miARNS mis en évidence par
I’étape précédente (miR-34c-5p, miR-375, miR-184, miR-34c¢-3p, miR-34b-5p, miR-148a-3p, miR-
504-5p, miR-129-5p, miR-5001-5p, miR-6068, miR-4467, et miR-6850-5p) ont été validés par
rétrotranscription (RT) - réaction en chaine par polymérase en temps réel (qQPCR). Une analyse
statistique a finalement permis d’établir des seuils d’expression des miARNS (miR-375, miR-184,
miR-34c¢-5p, miR-34b-5p, miR-148a-4p, miR-129-5p, et miR-4467) significativement associés au
statut ganglionnaire. Le méme travail a par la suite été réalisé pour établir une corrélation entre les
profils d’expressions de miARNs et la présence d’emboles tumoraux, autre marqueur pronostic

majeur dans le CE.
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II - Micro-ARN et cancer de ’endomeétre.
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II - Micro-ARN et cancer de ’endomeétre.

II.A — Endometre : du normal au pathologique

II.A.1 — Variations physiologiques

I1.A.1.a — Généralités

La paroi de 'utérus est essentiellement composée de deux tuniques : la muqueuse ou endometre et
la musculeuse ou myometre. On distingue ainsi deux zones au niveau de I’endométre : I’endométre
basal (stratum basale), au contact du myometre, d'aspect plus foncé, qui reste toujours présent au
cours du cycle avec des variations morphologiques minimes et 1’endometre fonctionnel (stratum
spongiosum), qui répond aux sollicitations des hormones (cestrogeénes et progestérone) et desquame
lors de chaque menstruation. (Figure 1). La zone fonctionnelle est régénérée en début de chaque
cycle menstruel par la zone résiduelle. A la ménopause, I’absence d’hormones stéroides conduit a

I’atrophie du tissu endométrial. (220)

Figure 1 : Coupe histologique endometre et myometre (HES, x5)

(d’apres Atlas d’Histologie Humaine et Animale, FUNDP, consult¢ a partir de
http://webapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma/index.htm). 1 : endometre ; 2 : musculeuse ; 3 : zone
profonde résiduelle ; 4 : zone fonctionnelle
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II.A.1.b — Influence des hormones stéroides sexuelles sur I’endométre

L’action des hormones stéroides sexuelles sur I’endométre est effectuée par I’intermédiaire de
récepteurs hormonaux spécifiques : récepteurs aux estrogenes (RP) et récepteurs a la progestérone
(RP).

Les estrogenes, hormones de prolifération, sont capables d'agir sur I’endometre, méme au repos, car
c'est sous l'influence du 17 B estradiol qu'apparaissent ses propres sites récepteurs (252). Les
estrogenes font proliférer cette muqueuse qui augmente ainsi d'épaisseur et la quantité d’estrogénes
circulants est corrélée a l'intensité de ce phénomene.

La progestérone n'a quand a elle aucun effet sur une muqueuse au repos puisqu’il faut que
I'endometre soit déja sous influence estrogénique pour que son action puisse se manifester. C'est en
effet le 17 B cestradiol qui, au cours de la phase pré-ovulatoire, détermine I'apparition puis
I'augmentation des sites récepteurs a la progestérone.

La progestérone inhibe I’action des estrogénes deux fagons :

e en inhibant la synthese des récepteurs des estrogénes et par voie de conséquence des
récepteurs de la progestérone, avec une action antiproliférative, qui se manifeste tant sur les
glandes que sur le stroma, avec arrét de la multiplication cellulaire a tous les niveaux, et
disparition des mitoses

e en synthétisant la 17B-hydroxydéshydrogénase au niveau des glandes qui convertit

I’estradiol en estrone ayant une faible affinité pour les récepteurs des estrogenes.

La chute du taux de progestérone en fin de cycle va déclencher la menstruation en induisant la
vasoconstriction des arteres spiralées qui est modulée par des prostaglandines telles que PGF2 o et
ET-1, sécrétées localement et de facon abondante en phase prémenstruelle au niveau de I’endometre

et du myometre superficiel (221).
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I1I.A.1.c — Phase proliférative

La phase proliférative refléte les effets de I’estradiol produit par les cellules granuleuses des
follicules ovariens. Elle correspond aux 14 premiers jours du cycle avec augmentation des mitoses
et de la syntheése de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) et de 1’acide ribonucléique (ARN)
cytoplasmique. On y constate (Figure 2), sous I’effet des estrogénes, une augmentation du volume
de la muqueuse endométriale en rapport a une prolifération du stroma, des glandes et des vaisseaux.
En microscopie, les glandes sont droites et perpendiculaires a la surface au début de la phase
proliférative puis deviennent volumineuses et tortueuses durant la phase proliférative intermédiaire
et tardive. Elles sont bordées par un épithélium pseudostratifié, fait de cellules cylindriques aux
noyaux en forme de cigare avec de nombreuses figures de mitoses et un petit cytoplasme
éosinophile. Puisqu'il y a régénération de toute la zone fonctionnelle, il est normal d'y rencontrer de

nombreuses mitoses. Le chorion cytogéne est dense, cedémateux et les vaisseaux sont fins. (220)

Figure 2 : Glandes de I’endométre en phase de prolifération (HES, x400)

(d’apres  Atlas d’Histologie Humaine et Animale, FUNDP, consult¢ a partir de
http://webapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma/index.htm). En 1, la lumiere des glandes tubuleuses.
Fléché en 2, I’épithélium cylindrique simple. Fléché en 3, les mitoses.
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I1.A.1.d — Phase sécrétoire

La phase sécrétoire traduit les effets combinés de la production de progestérone et d’estradiol par
les cellules granuleuses lutéinisées et les cellules thécales du corps jaune. Elle correspond a la
période entre le 14°™ et le 28 jour du cycle et débute aprés I’ovulation. Cette période a été
dénommeée fenétre d’implantation car elle correspond a la courte période pendant laquelle
I’implantation est possible. Au-dela de cette période, I’endométre devient réfractaire.

On y constate (Figure 3), sous I’effet de la progestérone, des modifications glandulaires (apparition
de phénomenes sécrétoires), stromales (transformation déciduiforme) et vasculaires (épaississement
des parois des artérioles qui se disposent en hélices = artérioles spiralées). L’apoptose n’est pas
mise en évidence dans les glandes pendant la phase proliférative grace a I’action de bcl-2 et elle va

permettre la diminution progressive du volume des glandes pendant la phase sécrétoire (222).

Frs?
ure 3 : Glandes de ’endomeétre en phase de sécrétion (HES, x200)
(d’aprés Atlas d’Histologie Humaine et Animale, FUNDP, consult¢ a partir de
http://webapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma/index.htm). En 1 I'épithélium cylindrique du premier
stade (mais contrairement a ce stade de prolifération, il n'y a plus de mitoses ni d'images de
pseudostratification). En 2, la lumiere des glandes est beaucoup plus large et plus déformée. En 3, le
chorion est bourré¢ d'cedeme.
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I1.A.1.e — Phase menstruelle

La phase menstruelle est le résultat d’'une autodigestion enzymatique et d’une nécrose ischémique
liées aux prostaglandines. Le tissu menstruel correspond a des cellules du stroma en agrégats sous
forme de morules, des glandes rompues et un fond hémorragique et inflammatoire (Figure 4). La
menstruation est stoppée par la vasoconstriction des arteres de la partie basale de la muqueuse qui

est mise a nu et des arteres radiaires et arquées présentes dans le myometre. (220)

T . 2 : : . ] i

Figure 4 : Endometre en phase de menstruation (HES, x100)

(d’aprés Atlas d’Histologie Humaine et Animale, FUNDP, consult¢ a partir de
http://webapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma/index.htm). En 1, des globules rouges dans le chorion.
En 2, les tubes glandulaires déformés. En 3, des fragments d'artérioles spiralées.

I1.A.1.f — Endometre a la ménopause

En I’absence d’estrogeénes endogénes ou exogenes, I’endometre devient inactif puis atrophique. Sa
faible épaisseur correspond a la moitié¢ de 1’épaisseur de la partie basale d’'une muqueuse en période
préménopausique. Les glandes y deviennent paralleles a la surface de 1’épithélium et ne contiennent
plus de mitoses. Il n’y a plus de séparation nette entre la partie fonctionnelle et la partie basale. Le
stroma est fibreux, et les vaisseaux sont oblitérés par la fibrose. Au début de I’installation de la
ménopause, la synthese des récepteurs des estrogenes est maintenue. En ’absence de progestérone,
une stimulation estrogénique exogeéne peut induire une hyperplasie qui régresse sous 1’action de la

progestérone. (220)
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I1I.A.2 — Lésions pré cancéreuses

Les carcinomes endométriaux de type I sont cestrogénodépendants et se développent dans un

contexte d’hyper-cestrogénie selon une séquence hyperplasie et cancer (223).

La classification des hyperplasies glandulaires de I’endometre est basée sur I’architecture (simple

ou complexe) et sur les atypies cellulaires (avec ou sans atypies) :

L’hyperplasie glandulaire simple correspond a 1’augmentation homogeéne du nombre des
glandes endométriales mais sans modification importante du rapport glande/stroma.
L’hyperplasie glandulaire complexe correspond a I’augmentation du nombre de glandes avec un
rapport glande/stroma pouvant aller jusqu’a 3/1. Les glandes sont bordées soit par des cellules
régulieres (hyperplasie glandulaire sans atypie) soit par des cellules irrégulieres (hyperplasie
glandulaire avec atypie).

L’hyperplasie endométriale avec atypies présente un rapport glande/stroma élevé, des lésions
architecturales diffuses (aspect de papilles) et des histiocytes spumeux dans le stroma. Jusqu’a
30 % des hyperplasies glandulaires avec atypies sont associées ou évoluent vers un
adénocarcinome de type endométrioide (224-227). L’hyperplasie atypique est actuellement
considérée comme une lésion précancéreuse des adénocarcinomes de type endométrioide et
nécessite un traitement adapté consistant le plus souvent en une hystérectomie totale. D’apres
Hecht et Mutter (228, 229), les 1ésions d’hyperplasie atypique se développent a partir d’un clone
sur lesquelles des mutations additionnelles, incluant généralement des anomalies au niveau de
PTEN, de K-Ras et de la B-caténine, conduisent a une lésion invasive. L’analyse en CGH
(hybridation génomique comparative) de lésions d’hyperplasie atypique rapportent le méme
type d’anomalies génétiques entre ces lésions hyperplasiques atypiques et les Iésions
endométriales invasives de type I (230). L’exposition aux hormones stéroides sexuelles peut

agir sur la sélection des clones mutants.
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II.B- Adénocarcinome de ’endomeétre.

I1.B.1- Epidémiologie.

Le CE est le cancer gynécologique le plus fréquent ; en termes d’incidence, il se situe au
4%me rang des cancers chez les femmes. II survient le plus souvent chez des femmes entre 55 et 65
ans, en période post-ménopausique et est diagnostiqué dans 14% des cas en période pré-
ménopausique et dans 5% des cas avant 40 ans (12). L’incidence est plus €levée chez les femmes
d’origine caucasienne que chez les femmes d’origine africaine ou asiatique et dans les populations
urbaines par rapport aux populations rurales (13).

Le pronostic de ce cancer est réputé favorable car il est le plus souvent limité a ['utérus. La
survie globale a 5 ans est estimée a 80% pour les stades I de la Fédération Internationale de
Gynécologie Obstétrique (FIGO) I (tumeur limitée au corps de 1’utérus), 60% pour les stades FIGO
II, 30% pour les stades FIGO III et 5% pour les stades FIGO IV (13). Néanmoins, il s’agit d’une
pathologie hétérogene et la survie globale a 5 ans peut varier de 92% a 42% dans les stades I selon
le type histologique et le grade de la tumeur (14).

Les facteurs de risque de cette pathologie sont relativement bien connus : prédisposition
génétique de type HNPCC (Cancer colorectal héréditaire sans polypose), ménarche précoce et
ménopause tardive (plus de 55 ans) augmentant la fenétre d’exposition aux hormones sexuelles,
nulliparité, obésité, traitement par tamoxiféne et existence d’une hyperplasie endométriale avec
atypies (15). Le diabete est facteur de risque controversé, puisque parmi les 4 études de cohortes sur
lesquelles un ajustement a pu étre fait sur I’Indice de Masse Corporelle (IMC), le diabete est resté
un facteur de risque significatif que dans un cas. Le dispositif intra-utérin (DIU) au levonorgestrel

semblerait avoir un effet protecteur sur le CE. (12)
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II.B.2- Anatomie pathologique.

La biopsie endométriale confirme la malignité, mais permet également d’identifier le type
histologique et d’évaluer le grade. Durant les 30 dernieres années, les analyses de I’histologie, des
récepteurs hormonaux et du grade ont permis de différencier 2 types de CE que sont les types I et II
(12,16,17).

Le type I, forme la plus fréquente (80% des CE), est le plus souvent de type endométrioide
avec des récepteur hormonaux positifs et ressemble sur le plan morphologique a un endometre en
phase proliférative. Dans cette forme, il est possible d’observer une différenciation épidermoide,
séreuse, mucineuse ou a cellules claires mais qui ne doit pas occuper plus de 10% du volume
tumoral. En général, il s’agit de cancer de bon pronostic, de stade I. Il peut présenter des variants
histologiques (villo-glandulaire, sécrétoire et a cellules ciliées). Un adénocarcinome endométrioide
est le plus souvent d’architecture tubulo-glandulaire, parfois en nappes confluentes. Les cellules
tumorales sont cylindriques, stratifiées et présentent des atypies cytonucléaires variées (17).

Le grade histologique s’applique uniquement a I’adénocarcinome endométrioide. Ce grade
est basé¢ sur I’architecture et les atypies cytonucléaires. Tout d’abord, le grade est évalué selon
I’architecture de la tumeur : grade 1 si les zones solides occupant moins de 5% de la tumeur ; grade
2 si les zones solides occupent de 6 a 50% de la surface tumorale et grade 3 si elles excedent plus de
50% de la surface tumorale. Puis, si les atypies cytonucléaires sont trés importantes, le grade 1

passe en grade 2 et le grade 2 en grade 3. (17) (Figure 5)

Les autres types histologiques de CE sont plus rares et figurent dans le tableau rappelant la
classification anatomopathologique proposée par 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS)

(2003) (tableau 1).

Tableau 1 : classification des carcinomes de I’endométre (selon OMS, 2003)

Carcinome endométrial endométrioide Carcinome endométrial non endométrioide
Variante commune : - carcinome séreux papillaire

- carcinome endométrioide avec/sans - carcinome a cellules claires

différenciation épidermoide - carcinome épidermoide

Variantes rares : - carcinome mucineux

- adénocarcinome villoglandulaire - carcinome mixte

- adénocarcinome sécrétoire - carcinome transitionnel

- adénocarcinome a cellules ciliées - carcinome a petites cellules

- carcinome indifférencié
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Figure 5 : adénocarcinomes de 1’endométre, aspects anatomopathologiques. adénocarcinome
endométrioide bien différencié de grade 1 (5a, x200) et peu différencié de grade 3 (5b, x200),
(coloration HES, d’apres Doll, J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 2008) (16) (220).

Toutefois, cette classification binaire ne rend pas exactement compte du pronostic de toutes
les patientes. En effet, 20% des patientes ayant un adénocarcinome endométrioide (supposé de bon
pronostic) récidivent dans les 5 ans et a I’inverse, 50% des patientes ayant un adénocarcinome non
endométrioide ne récidiveront pas. Ainsi, une classification moléculaire prenant en compte les
aspects génétiques associés aux carcinomes endométrioides devrait permettre de mieux préciser le

pronostic de ces lésions. (12)
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II.LB.3- Aspects de génétique moléculaire associés aux carcinomes endométrioides de

I’endomeétre.

Une revue de la littérature (12) a permis de rappeler les types et les pourcentages de mutations
retrouvées selon le type histologique de CE (Tableau 2). Les geénes clés de la carcinogenese
endométriale seraient deux genes suppresseurs de tumeurs : PTEN (Phosphatase and TENsin
homolog), pour les tumeurs de type I et P53 pour les tumeurs de type II. D’autres anomalies
génétiques semblent également impliquées a des degrés variables dans le développement des
carcinomes endométriaux comme K-Ras, béta-caténine, I’instabilité des microsatellites (MSI) (12).
Plus récemment, les analyses systématiques du génome des tissus endométriaux néoplasiques
confirment la prépondérance des mutations de genes tels que PTEN et K-RAS (231). Aussi,
Kandoth et coll. démontrerent par analyse du génome de 373 échantillons de CE que I’on pouvait
classer les lésions selon 4 groupes moléculaires avec un pronostic spécifique pour chacun (Figure
6). La aussi, les cancers de I’endomeétre de type II étaient associés a d’avantage de mutation P53 et a

un mauvais pronostic. On releéve néanmoins une nouvelle catégorie de cancer associé a un bon

pronostic et présentant une mutation du domaine exonucléase de ’ADN polymérase ¢ (POLE).

(232)
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Figure 6 : A) classification moléculaire des cancers de I’endométre en 4 groupes (ultra-muté,
hyper-muté, faible nombre de copies, nombre de copies élevé). B) Survie sans récidive du
cancer de ’endométre selon les 4 groupes moléculaires. (D’aprés Kandoth et all., Nature, 2013
(232))
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Tableau 2 : Mutations identifiées dans le cancer de ’endométre selon le type histologique. (D’aprés Morice et coll., Lancet, 2015 (12))

Endometricid Serous Carcinosarcoma Clear call

Bokhman subtype | Il Il I

TP53 mutation Rare >090% 60-090% 35%

PIZK alterations PTEN mutation (75-85%) PTEN mutation (11%) FTEN miutation (19%) PTEN lo=s (B0%)
PIK3CA mutation (50-60%)  PIK3CA amplificatson (45%) PIE3CA mutation (35%) PIK3CA mutation (18%)
PIK3R1 mutation (40-50%)  PIK3CA mutation (35%) PIK3CA amplification (14%)

PIK3R1 mutation (12%)
KRAS mutation 20-30% 3% 17% 0%
ERER alterations Mone ERBB2 amplification (25-30%)  ERBB2 amplification (13-20%) EREB2 mutation (12%)

FGFR amplification
or mutation

Wnt/p-catenin
Other

FGFR2 mutation (12%)

CTNNE1 mutation (25%)
ARD1A mutation (35-40%)

FGFRZ mutation (5%)
Frequent FGFR1 and FGFR3

amplification
CTHNNEB1 mutation (3%)

PPP2RIA mutation (210%)
FEXW7 mutation (20% of

undifferentiated endometnal

carcinoma)
LEPE1 deletion

Frequent amplifications in MY,

CONEL, and SOX17

ERBE3 amplification or mutation (13%)

FGFR3 amplification (20%)

PPP2R1A mutation (28%)
FBXW7 mutation (35-40%)
ARIDIA mutation [25%)
CCNE1 amplification (42%)
5017 amplification (25%)

ERBR2 amplification (16%)

ARIDLA (25%)
TERT promoter mutations
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Les principales 1ésions mutations retrouvées dans le cancer de I’endometre de type I sont détaillées

ci-dessous.

PTEN.

L’anomalie génétique la plus fréquemment retrouvée dans les carcinomes de I’endométre
concerne PTEN qui code pour une protéine ayant une fonction tyrosine kinase et une activité
phosphatasique lipidique et protéique (18). Cette protéine est impliquée dans I’arrét du cycle
cellulaire en phase G1/S et intervient sur le mécanisme de 1’apoptose en induisant la surexpression
de facteurs anti-apoptotiques incluant certaines caspases et en réduisant I’expression de facteurs
pro-apoptotiques tels que bcl-2 (B-cell lymphoma 2). L’activité phosphatasique de cette protéine est
aussi impliquée dans les processus d’adhésion cellulaire et dans 1’inhibition des voies de
signalisation des facteurs de croissance MAPK (Mitogen-activated protein kinase) dépendantes. La
perte de 1’activit¢ PTEN aboutit 2 une croissance et une migration cellulaires anormales et a
I’échappement aux mécanismes de 1’apoptose (19). L’inactivation de PTEN augmente également la
demi-vie de p53 (21).

Plus de 80% des adénocarcinomes endométrioides et plus de 55% des I1ésions
précancéreuses de 1’endometre ont une perte d’expression de PTEN suggérant la précocité de
survenue de cette anomalie dans le processus de carcinogénese ; cette perte d’expression étant par
ailleurs le plus souvent liée a une mutation et plus rarement a une perte d’hétérozygotie (LOH) (18).
La méthylation du promoteur a été retrouvée dans 20% des tumeurs ayant une anomalie de PTEN,
souvent associée a une instabilité des microsatellites et a un stade évolué alors que I’inactivation de

PTEN liée a une mutation est associée a un stade précoce et un pronostic plus favorable (20).

Instabilité des microsatellites.

Les genes essentiellement concernés sont les genes hMLH-1, hMSH-2 et hMSH-6 qui
codent pour des enzymes responsables de la réparation des anomalies survenant au cours de la
réplication de I’ADN. Les anomalies ont été détectés initialement chez les patients présentant des
cancers colorectaux de type HNPCC (Cancer colorectal héréditaire sans polypose) et pour lesquels
le risque de développer d’autres cancers est élevé (ovaire, estomac, intestin, voies urothéliales,
voies hépatobiliaires, cerveau, glandes sébacées) (24). Généralement, les patients ont une mutation
germinale au niveau de la séquence d’ADN d’un de ces génes. Quand une mutation somatique vient
se surajouter au niveau du méme geéne et I’inactiver, on voit apparaitre le phénotype MSI (25). Dans
le CE, il s’agit le plus souvent d’anomalies conduisant a [’inactivation épigénétique ou a

I’extinction de ces génes et non pas de mutations, comme par exemple I’hyperméthylation des ilots
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CpG du promoteur de ces genes (26). La MSI est retrouvée dans 17 a 25% des formes sporadiques
de CE de type I et tres rarement dans les CE de type II et surviendrait précocement dans le
processus pathologique (22,23). Les cancers de I’endométre avec MSI auraient un meilleur
pronostic que ceux ayant un phénotype MSS (stable) (27). Le risque cumulé de CE a 70 ans serait
de 54% en cas de mutation MLH]1, 21% en cas de muation MSH2 et 16% en cas de mutation MSH6
(12,24).

K-ras.

Le proto-oncogene K-ras code pour une GTPase membranaire impliquée dans la croissance
et la différenciation tumorales. Les mutations de K-ras ont été mises en évidence dans 19 a 46% des
cancers endométrioides de I’endomeétre et concernent essentiellement 1’exon 1 (codons 12 et 13) et
plus rarement I’exon 2 (codon 61) (28). On retrouve les mutations de K-ras dans 16% des
hyperplasies endométriales suggérant qu’il s’agit d’un événement survenant précocement dans la
carcinogénese endométriale (29). Les mutations de K-ras sont retrouvées plus fréquemment dans les
tumeurs de phénotype MSI et ont une distribution topographique homogene, suggérant que ces 2
éveénements surviennent simultanément avant 1’expansion clonale alors que les mutations de PTEN

ne coexistent pas avec celles de K-ras au sein d’une méme tumeur (30,31).

B-caténine.

Les caténines sont des protéines cytoplasmiques qui ont été classées selon leur mobilité
électrophorétique. Le géne de la B-caténine (CTNNBI1) joue un role essentiel dans I’organisation du
cytosquelette et I’adhésion inter-cellulaire médiée par I’E-cadhérine et agit sur la voie de
signalisation Wnt. La concentration intracellulaire de B-caténine est tres étroitement régulée par un
complexe multiprotéique (associant la sérine/thréonine kinase GSK3P (glycogéne synthétase
kinase), la protéine APC (adenomatous polyposis coli) et I’axine) qui facilite sa phosphorylation et
sa dégradation (32). Les mutations de la B-caténine sont présentes dans 30 a 40% des cancers
endométrioides de I’endomeétre et conduisent a I’accumulation de B-caténine dans le cytoplasme et a
sa translocation dans le noyau de la cellule ou elle active directement ou indirectement ses genes
cibles (c-myc, cyclin D, MMP-7), alors qu’on retrouve ces mutations de fagon exceptionnelle dans
les cancers non endométrioides (33—35). L’accumulation nucléaire de B-caténine a également été

démontrée dans les hyperplasies atypiques (36).
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POLE.

L'ADN polymérase €, ou pol g, est une ADN polymérase présente chez les eucaryotes et qui
intervient dans les processus de réplication de 'ADN et de réparation de I'ADN1. Cette enzyme est
constituée de quatre sous-unités : POLE, POLE2, POLE3 et POLE4 ; la sous-unité POLE est la
sous-unité catalytique centrale. Il a été initialement montré que les mutations de POLE sur mode¢le
animal (233) puis sur lignées cellulaires humaines (234) étaient associées a la tumorogénese,
notamment dans le CE (235). Ainsi, les mutations de POLE sont retrouvées dans environ 8% des
CE en général, et de fagon plus prépondérante dans les CE de grade 3 et associées a une

amélioration de la survie sans récidive (232, 236-241).
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I1.B.4- Prise en charge chirurgicale et stadification ganglionnaire

En cas de CE de stade précoce, il est proposé une chirurgie par voie ccelioscopique
comprenant au minimum une hystérectomie avec annexectomie bilatérale. La réalisation d’un geste
ganglionnaire dépend quant a elle du risque de récidive selon les recommandations européennes
récentes (1) :

- Pour les patientes a risque élevé (Stade FIGO 1B et Grade 3) et/ou type 2 histologique, il existe
un consensus pour recommander une lymphadénectomie pelvienne et lombo-aortique du fait
d’un taux d’envahissement ganglionnaire élevé

- Pour les patientes a risques bas (Stade FIGO IA et Grade 1-2), une lymphadenectomie
chirurgicale n’est pas recommandée

- Pour les patientes a risque intermédiaire (Stade FIGO IA et Grade 3 ou Stade FIGO 1B et Grade

1-2), une lymphadenectomie chirurgicale est une option de prise en charge

Dans les groupes a risques bas ou intermédiaire, 15% des patientes ont un envahissement
ganglionnaire et pourraient bénéficier d’une thérapeutique adjuvante (3). De ce fait, il existe un
risque principalement de sous-traitement et plus rarement de sur-traitement de ces patientes si
I’indication de traitement adjuvant est fondée sur des criteres reposant exclusivement sur I’analyse

de la piece d’hystérectomie.

Ainsi, malgré la connaissance du stade de la maladie et des facteurs histopronostiques évoqués, le
statut ganglionnaire apres analyse anatomopathologique définitive est mal corrélé a ces parametres
dans pres de 15% des cas de CE de bas et moyen risque, suggérant que d’autres parameétres
biologiques seraient utiles pour rendre plus pertinente 1’analyse pronostique en permettant ainsi
d’adapter les stratégies thérapeutiques. Il n’y a pas a I’heure actuelle de recommandations
concernant I’utilisation en pratique clinique de paramétres moléculaires permettant d’affiner ce
point. D’autres marqueurs biologiques doivent donc étre recherchés et évalués afin d’améliorer la

prise en charge des patientes.
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II.C- Micro-ARNs

I1.C.1- Historique

Les miARNs ont déja fait ’objet de plusieurs revues de la littérature en langue anglaise (37-43) et

francaise (4,44).

Les miARNs constituent une famille d’ARN endogenes de petite taille (environ 22 nucléotides),
fonctionnels et non codants avec une séquence conservée au cours de I’évolution (45). On estime a
1 000 le nombre de genes de miARN dans le génome humain (46).

Le concept de miARN a été soulevé une premiere fois par Heywood en 1974 lorsqu’il avait décrit le
role de petites séquences d’ARNs dans la régulation de la traduction et observé leur
complémentarité avec les messagers (47—49). Il faudra attendre 1993, pour que Lee et coll. publient
sur le sujet en décrivant des petits ARNs non codants, connus sous les noms de lin-4 et let-7,
transcrits a partir d’'un gene hétérochronique de C. elegans et antisens d’un autre gene dont ils
modulaient la traduction (50). Les miARNSs ont par la suite été retrouvés dans les plantes, les algues
vertes, les virus, et de nombreux animaux dont les mammiferes (51), mais ce n’est qu’a partir des
années 2000 que leur abondance (plusieurs centaines) ainsi que leur role dans les processus de

développement ont été pleinement appréciés (52—-54).

I1.C.2- Nomenclature

Dés qu’une séquence a été déterminée comme étant un miARN unique, la base de registre miRBase
assigne un nom en accord avec les recommandations existantes (55-57). Dans cette base de
données, une séquence de 3 ou 4 lettres désigne 1’espece (« hsa » pour Homo sapiens) ; cependant,
ce préfixe est souvent omis dans la littérature. La partie principale du nom du miRNA est la
désignation « miR » (indiquant une séquence mature), suivi par un numéro d’identification unique
attribué séquentiellement. Des suffixes sous forme de lettres sont ajoutés aux miRs, quand ils
different par seulement 1 ou 2 bases (par exemple : miR-10b) et des suffixes sous forme de chiffres
sont assignés aux miRs quand ils ont la méme séquence mais qu’ils sont dérivés de transcrits
primaires différents. Un suffixe — 5p ou — 3p est donné quand les miARNs matures sont dérivés du
bras 5° ou du bras 3’, du précurseur du miARN. Pour ce domaine en évolution rapide, la miRBase

conserve les dernieéres dénominations de la nomenclature.
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I1.C.3- Biogénése des micro-ARNS

Plusieurs revues récentes (4,42—44) décrivent en détail ce mécanisme (figure 7). Les miARNs sont
transcrits par I’ARN-polymérase II ou III sous forme de molécules primaires de tres grande taille
possédant une coiffe du co6té 5’ et une queue de polyA en 3°. Certains de ces miARNs sont issus de
transcrits primaires qui leur sont propres et qui ne contiennent aucune séquence codante. D’autres,
au contraire, proviennent de prémessagers, et ils sont localisés dans leurs introns. Ces transcrits
primaires sont ensuite modifiés au niveau nucléaire par la Rnase III Drosha et par le « complexe
microprocesseur » DGCRS8 pour former des prémiARN comportant une structure repliée sur elle-
méme, de type « stem-loop » (« tige-boucle »), d’environ 70 nucléotides. Cette structure en épingle
a cheveux est liée a une tige en double chaine, par complémentarité de bases entre la premiere
moitié et la deuxieme moitié de la séquence, surmontée d’une boucle en simple chaine (58-61). Le
clivage par Drosha semble étre cotranscriptionnel et il peut méme arriver que ce soit I’épissage lui-
méme qui produise le pré-miARN, court-circuitant ainsi I’action de Drosha. Les pré-miARN sont
par la suite transportés activement grace a 1’exportine-5 du noyau vers le cytoplasme, au sein
duquel ils subissent une maturation complémentaire par 1’endonucléase RNase III Dicer (62,63) : la
nucléase Dicer va éliminer la boucle en respectant la tige en double chaine du pré-miARN pour
former un duplex imparfait constitué du miARN mature et d’un fragment de taille similaire
(miARN*), qui provient du bras opposé¢ du pré-miARN. Ce duplex va étre alors incorporé au
complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex)/Ago2 au sein duquel I'une des chaines
(miARN*) sera éliminée par la nucléase Argonaute Ago2 (64). Le miARN mature en simple chaine
se retrouvera donc seul dans le complexe miRISC (miRNA-containing ARN induced silencing

complex), également appelé miRNP, qui va le guider jusqu’a sa séquence cible sur le messager.
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Répression translationnelle Clivage du mRNA

Figure 7 : Représentation schématique de la biosynthese et de la maturation des micro-ARNs
(d’aprés Bartels et coll., Ann Biol clin, 2010) (44)
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I1.C.4- Mécanismes moléculaires d’action des micro-ARNs

La compréhension des mécanismes moléculaires d’action des miARNs est en pleine évolution et
plusieurs auteurs ont récemment publié sur ce sujet (5,42,65).

Comme représenté dans la figure 8, le miARN est accroché a la protéine Ago de telle sorte que la
séquence de nucléotides 2-8 soit dans une conformation optimale a I’appariement avec une
séquence complémentaire. L’appariement du miARN avec son ARNm cible se fait en général dans
la région 3’ non codante de ce dernier, a la faveur d’une complémentarité imparfaite avec une
séquence située préférentiellement entre les nucléotides 2 et 7 de la partie 5° du miARN (37,42). Le

miARN et I’ARNm vont poursuivre leur appariement en s’enroulant plus ou moins I’un sur ’autre.
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Figure 8 : Modéele illustrant la relation entre le micro-ARN et la protéine AGO (d’aprés
Bartel,Cell,2009) (42)
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Trois options sont proposées concernant le mécanisme d’action moléculaire du miARN (figure 9)
(4):

— Répression de la traduction. Celle-ci peut s’exercer a deux niveaux : répression de I’initiation ou

bloc a I’élongation. Dans le premier cas, la protéine Ago2 présente dans le complexe RISC va
empécher une étape essentielle de I’initiation de la traduction : la fixation du facteur elF sur la
coiffe. Dans le second, le complexe RISC va bloquer la progression des ribosomes sur le messager
et favoriser leur détachement induisant ainsi une terminaison prématurée avec production d’une

protéine tronquée. Seul le premier mécanisme a pour 1’instant re¢u une confirmation biochimique ;

— Dégradation du messager. Les premiers travaux sur ce sujet avaient semblé indiquer que le niveau
des ARNms ciblés par des miARNs n’était pas notablement réduit. C’est plutot la notion contraire
qui prévaut actuellement ou il semble que les messagers sont souvent déstabilisés par leur
interaction avec leurs miARNs. L’ARNm est alors déadénylé dans un premier temps avant de subir

une dégradation exonucléolytique 3°— 5’;

— Dégradation de la protéine en cours de synthese. Cela se fait suite au recrutement de protéases par

le complexe miRISC. Ce dernier mécanisme reste encore a | état d’hypothese.

M écanisme moléculaire d"action des mid RMNs

—@— miRI5C/ miRNP
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Figure 9 : Mécanisme moléculaire d’action des micro-ARNs (d’aprés Jeanteur, bulletin du
cancer, 2010) (4) miRISC=miRNP : miRNA-containing RNA induced silencing complex
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I1.C.5- Régulation des micro-ARNs

Les mécanismes qui peuvent conduire a une dérégulation de I’expression des miARNs dans

le cancer sont nombreuses et ont fait 1’objet de plusieurs revues récentes (39-41,66,67). La

production des miARNSs peut étre régulée a plusieurs niveaux :

Transcriptionnel par I’ARN polymérase 11

Post transcriptionnel. L.’enzyme Drosha est notamment fortement régulée par les récepteurs

des estrogenes ERo (68,69), ce qui apparait fondamental dans les cancers
estrogénodépendants tel que le CE (70). En présence d’estrogéne, ERa régule négativement
la production de certains miARNs en réduisant la maturation de leurs précurseurs par
Drosha. Il s’ensuit une stabilisation, donc une surexpression, de certains messagers
estrogénodépendants. Ce mécanisme de régulation hormonale des miARNSs a pu étre mis en
évidence in-vitro par plusieurs auteurs (71-73) et notamment par Kong et coll qui a montré
en 2014 que le miR-30c (suppresseur de tumeur) est inhibé par un traitement par E2 dans les
lignées cellulaires Ishikawa (ER-positive) et HEC-1-B (ER-negative) entrainant une
augmentation de I’expression de sa cible le metastasis-associated protein(MTA)-1 et donc la
prolifération cellulaire (74). A noter qu’un terrain d’hyper-oestrogénie peut également
favoriser la survenue de cancer par I’activation d’oncomiRs tels que let-7 et miR-27a (75).
Le travail de Zhang et al. (76) a également montré une fréquence élevée d’amplification des
genes pour les protéines Dicer ou Ago2 qui sont impliquées respectivement dans le

processus de maturation des miARNS et leur interaction avec les messagers cibles.

Pré-transcriptionnel. Calin et coll. ont montré (77) en 2004 qu’environ la moiti¢ des genes

de miARN étaient situés sur des sites fragiles ou bien des zones de susceptibilité au cancer.
Aussi, I’amplification génomique, les délétions chromosomiques, les mutations ponctuelles
et les méthylations aberrantes des promoteurs sont les principaux mécanismes utilisés par
les cellules cancéreuses pour modifier les profils d’expression des miARNs (78,79).
Plusieurs auteurs ont notamment montré que la méthylation de certains miARNs (miR-145
et -143 (80), 129-2 (81), miR-152 (82)) étaient associés a un mauvais pronostic dans le CE.

N

Aussi, I’hyperméthylation des miR-148a et -152 étaient associés a une instabilité des

39



microsatellites alors que 1’hyperméthylation du miR-18b était associée avec un cancer
sporadique (83).

Une inhibition directe de la transcription a également été décrite. Ainsi, le traitement des
cellules cancéreuses endométriales par le Tamoxiféne induit I’expression de c-Myc. C-Myc
va réguler négativement I’expression de la famille du miR-200 par action directe au niveau
de son promoteur. A noter que la sous-expression du miR-200 entrainera une levée
I’inhibition de ZEB2, puis une sous-expression de E-cadherin pour favoriser le processus

EMT. (84) (Figure 10)
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Figure 10 : Inhibition de la transcription de miR-200b par c-Myc (d’aprés Bai et coll.,
Endocrinology, 2013) (84) Le traitement par Tamoxifene de cellules de cancer de I’endometre
induit I’expression de c-Myc. C-Myc entraine la diminution d’expression de la famille miR-200 en
se fixant directement au niveau de sa région promotrice. La diminution d’expression de la famille
du miR-200 leéve I’inhibition de ZEB2. L’¢lévation de ZEB2 aboutit a la sous-expression de E-
Cadherin, qui finalement favorise le processus de la transition épithélio-mésenchymateuse.
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II.C.6- Etude des cibles de micro-ARNs

Une conséquence tres importante de la complémentarité imparfaite entre le miARN et sa cible qui

prévaut chez I’homme est que plus de la moitié des ARNm possédent une s€quence 3’ conservée et

appariable avec un miARN et que jusqu’a 400 ARNm peuvent étre régulés par une méme famille

de miARN. (42,85).

Les cibles spécifiques des miARNs sont validées par études fonctionnelles ou bien par outil bio-

informatique. Le nombre d’ARNm cibles par miARN variant en fonction du nombre de nucléotides

considérés sur le miARN. (figure 11).
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Figure 11 : Types de cibles des miARNs (d’apreés Bartel, Cell, 2009) (42) L’appariement entre
les micro-ARNSs et leur ARNm peut s’effectuer au niveau de sites canoniques (A-C), marginaux (D-

E) ou atypiques (F-G).
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Différents sites internets ont été congus pour rechercher les ARNm cibles d’une famille donnée de
miARNSs. mirtarbase

miRDB

parmi lesquels on peut citer mirbase (http:/www.mirbase.org),

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw), miRsearch (https://www.exigon.com/miRSearch),

(http://www.mirdb.org) (42)

Une liste plus ancienne d’applications permettant de déterminer les ARNm cibles des miARNs

avaient déja été listée par Bartel et coll. en 2009 (42) (Tableau 3).

Tableau 3 : Liste des applications permettant de déterminer les ARNs messagers cibles des
micro-ARNs (d’aprés Bartel, Cell, 2009) (42)

Tool (Refs)” Clades™  Criteria for Prediction and Ranking Wehsite URL
Site comservaton comsidered
TarpetScan (1) m Stingent seed pairing, site mumber, site type, site [EATPEISCATLOTE
COMEXL (wh:chmludes factors that influence site
accessibility); option of ranking by likelihood of
preferential cumenauon rather than site context
fw Siringent seed pairing, site rmmber, site type EAIEElSCan OT
EMBL (2) f Siringent seed pairing, site mumber, overall russell embl-heidelberg de/mifNAs/
predicted pairing stability
PicTar (3) mfw Stringent seed pairing for at least one of the sites pictar mde-berlin de
for the miENA | site number, overall predicted
pairing stability
EInMD (4) mfw Strinpent seed pairing, site rumber, likelihood of mirz unibas ch/ElbMo?
preferential conservation
Miranda (5) miw+ Moderately soingent seed pairing, site number, micToRMNA o1
pairing to most of e miRNA

miRBase Tarpets (6) miws+

Moderately stringent seed paiting, site number,
overall pairing

MICTAMA Sanger ac uk

PITA Top (7} miw Moderately smingent seed paiting, site number, genie weinmann ac il pubs/mird7/mirdT_data himl
overall predicted pairing stability, predicted site
accessibility

mirWIP (E) w Moderately smingent seed pairing, site number, 146.189.76 171 \query

Site conservation not considered

overall predicted pairing stability, predicted site
accessibility

TargetScan All (3) m Swingent seed pairing, site umber, site type, site ATEESCATLATE
context (which includes factors that influence site
accessibility)
PITA ALL(T) mfw Moderately sringent seed pairing, site number, genie weizmann ac il'pobs/mit) 7 /mird7_data homl
overall predicted pairing stability, predicted site
accessibility
RNAZ2 (10) mfw Moderately stringent seed paiting, matches to chegv watson ibm com/ma??

sequence patterns generated from miRNA set,
mmﬂpredmedpmg and predicted pairing
stability

.
References (refs) for current versions/releases: 1 (mammals, Friedman et al., 2008; flies, Ruby et al., 2007; worms, Buby et al.. 2006); 2 (Stark et
al., 2003); 3 (Lall et al., 2006); 4 (Giadatzis et al., 2007); 5 (Betel et al., 2008); & (Griffiths-Jones et al., 2008); 7 (Kertesz et al., 2007); & (Hammell

et al , 2008); 9 (Grimson et al , 2007); 10 (Miranda et al , 2006). Tools are listed according to critenia for prediction and ranking, which for those
tools assessed using recent proteomics results comesponds to their overall performance (Baek et al., 2008).

“Leums indicate predictions provided for the mammalian/verebrate (m), iy (f), worm (w), or addigonal (+) clades.
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II.C.7- Micro-ARN en cancérogénese et dans la voie de la transition épithélio-

mésenchymateuse

Vu le tres large spectre des messagers régulés par des miARNs, ceux-ci se retrouvent
notamment impliqués en cancérogénese (4,43,87) avec des effets diamétralement opposés selon que
la cible des miRNAs sera un messager d’oncogene ou de geéne suppresseur et que leur propre
dérégulation ira dans le sens d’une surexpression ou au contraire d’'une diminution. Selon le méme
principe que pour les oncogenes et geénes suppresseurs, on distinguera des miARNs a effet
oncogéne (qualifiés d’oncomirs) et des miARNs a effet suppresseur (on parlera alors de
suppresseurs miARNs). Des effets oncogenes pourront résulter de la dérégulation positive d’un
oncomir ciblant un géne suppresseur aussi bien que de la dérégulation négative d’un suppresseur
mir normalement chargé de contenir 1’expression d’un oncogéne.

Certains oncomirs et suppresseurs miARNs se retrouvent €tre particulierement impliqués
dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un processus réversible de reprogrammation
des cellules épithéliales immobiles en cellules mésenchymateuses mobiles, prélude essentiel a
I’invasion tumorale et a la survenue de métastases. Les caractéristiques de I’EMT sont d’ordre
phénotypique (augmentation de la mobilité cellulaire), morphologique (perte de polarité) et
moléculaires (acquisition des marqueurs mésenchymateux et perte des molécules d’adhésion

cellulaire) (Figure 12) (88)

MOLECULAR CHANGES:
Loss of strong epithelial adhesive cell-cell contacts
Adquisition of mesenchymal markers

MORPHOLOGICAL CHANGES:

Disgregation of compact colonies

Loss of polarity

Acquisition of a dispersed, spindle-shaped morphology

PHENOTYPICAL CHANGES:
Increased motility for migration and Invasion

EMT

Figure 12 : Caractéristiques générales de la transition épithélio-mésenchymateuses (d’aprés
Colas et coll., Clin Transl Oncol, 2012) (88)
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De nombreuses revues récentes (89,90) ont rappelé¢ I'importance de I’EMT dans le processus
métastatique du CE.

La figure 13, ci-dessous, résume les différentes voies de signalisation impliquées dans le processus
d’EMT aboutissant notamment a [’expression de marqueurs mésenchymateux (N-cadherin,
vimentin, S-100A4, A-SMA, fibronectin, MMP9, MMP2) et a la disparition des marqueurs

épithéliaux (E-cadherin, cytokeratin, A-catenin, claudin) (90).
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HII-I (4 Yy -~
iR 19. - miR- 20t
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E—-:-dh:frm. rrinbmm M-cadherin, vimentin, 3-100A4, A-SMA, Front back polarity, spindle cell polarity, myametrial
A-catenin, and claudin Fbrosectin, MMPZ, MMPD nfiltration, drag nesistance, stem cell iraits,

anoiks resistance, and inhibition of senessence

Figure 13: Voies de signalisation impliquées dans le processus de transition épithélio-
mésenchymateuse dans le cancer de I’endométre (d’aprés Makker, Endocr Relat Cancer,
2016) (90)
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Une revue de la littérature récente a été proposée par Diaz-Lopez en 2014 (91). Elle met ainsi en
évidence les principaux miARNs connus pour étre impliqués dans la voie de ’EMT avec leur cible
validée (76,92—-118). Le profil de ces miARNs est appelé a devenir un facteur pronostique

important, dans la mesure ou il est associé a I’apparition des métastases. (Tableau 4)

Tableau 4 : Micro-ARNs impliqués dans la voie de la transition épithélio-mésenchymateuse

(d’aprés Diaz-Lopez et coll., Cancer Manag Res, 2014) (91)

miARN Organe Cible du miARN Référence
miR-1 Prostate SNAIL 2 (92)
miR-9 Sein CDH1 (93,94)
miR-10b Sein, Mélanome HOXD10 (76,95)
miR-29 Prostate, Sein, Colon-Rectum SNAIL1, LOX, MMP2, | (96-99)
MMP9, VEGFA
miR-30 Poumon SNAIL1 (100)
miR-34 Sein, Poumon, Colon, Prostate | SNAIL1, NOTCH4, CD44, | (101-103)
FRA-1, SIRT1, BCL2,
NMYC
miR-103 /| Sein DICER (104)
miR-107
miR-141 Prostate, Colon-Rectum, | ZEB1/ZEB2 (105-107)
Endometre
miR-192 Foie ZEB?2 (108)
miR-200 Pancréas, Colon-Rectum, | ZEB1/ZEB2, SEC23A, | (105,109
Endometre BMII 112)
miR-203 Prostate, Sein ZEB2, BMII, RUNX2, | (113,114)
SNAIL2
miR-205 (Esophage ZEB1/ZEB2 (110,115)
LET-7 Sein, Endomeétre HMGA?2, BACHI1 (116-118)
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II.C.8- Micro-ARN et cancer de ’endometre

I1.C.8.a- Généralités

Les miARNs ont souvent des cibles multiples parmi lesquelles on peut trouver aussi bien des
oncogenes que des genes suppresseurs de tumeur. Un méme miARN pourra alors avoir des effets
opposés selon le tissu ou il s’exprime et agir tantdt en oncogene tantdt en geéne suppresseur de
tumeur. Un cas exemplaire de cette situation est celui des miR-221 et miR-222. Dans les
érythroblastes, ces miARNs ciblent, donc régulent négativement, I’oncogeéne Kit et exercent donc
un effet suppresseur de tumeur dans ce tissu (119). Mais dans un certain nombre de tumeurs solides,
ils régulent aussi négativement plusieurs suppresseurs de tumeur comme PTEN, p27, p57 et TIMP3
(tissue inhibitor of metalloproteinase 3) (120). C’est pourquoi, il est important, avant de qualifier

un miARN d’oncogene ou de suppresseur, de préciser dans quel tissu il exerce sa fonction.

Il n’existe a ce jour, a notre connaissance, aucune compilation des données concernant 1’expression
des miARNSs décrits dans le CE et leur association avec des facteurs pronostiques. La connaissance
de ces miARNsS, et de leurs profils d’expression dans le CE permettrait de mieux expliquer certains
mécanismes moléculaires associé€s au CE et servir de base a des tests diagnostiques, pronostiques ou
a I’étude de cibles thérapeutiques. Une recherche sur les données de la littérature concernant les
miARNSs dans le CE a été réalisée en interrogeant les bases de données suivantes :

e Medline : PubMed (Internet portal of the National Library of Medicine)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed

e The Cochrane library: Cochrane-database 'Cochrane Reviews' and 'Clinical Trials'
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/ mrwhome/106568753/HOME
DARE

La recherche dans ces bases de données a été complétée par la revue des références contenues dans
les méta-analyses, revues systématiques et articles originaux inclus. Seuls les articles publiés en
langue anglaise ou francaise ont été pris en compte.

Cette recherche a permis de colliger les données de 7 revues de littérature (121-127) et de 39
articles originaux (7,8,10,11,73-75,80-84,86,128—-153)(154) publiés entre 2008 et 2016 sur les
modalités d’expression de 231 miARNs dans le CE comprenant 119 oncomiRs, 98 suppresseurs
miRs et 14 miARNs avec des fonctions discordantes selon les études (miR-18b, 23a*, -34a, -130b, -
142-3p, -142-5p, -194, -204, -432, -630, -760) (Tableau 5).
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Tableau S : Micro-ARNs impliqués dans le cancer de I’endometre

Abondance augmentée

Abondance diminuée

Nom du dans le tissu tumoral | dans le tissu tumoral s
micro-ARN ou associée a un ou associée a un Réfeérence
mauvais pronostic meilleur pronostic
miR-1 X (137)
miR-1-1 X (83)
miR-7 X (137)
miR-9 X (11,133,139,147)
miR-9* X (147)
miR-9-3p X (139)
miR-10a X (132,137,149)
miR-10b* X (137,147)
miR-10b X (10)
miR-10b X (133)
miR-15b X (134)
miR-17 X (137)
miR-17-5p X (132)
miR-18a X (137,147)
miR-18a-3p X (139)

) X (137)
miR-18b X (83)
miR-19b X (133)
miR-21 X (10)
miR-23a X (132)
miR-23a* X X 82;;
miR-23b X (137)
miR-24-1% X (137)
miR-25 X (132)
miR-25p X (150)
miR-26a X (133)
miR-26al X (133)
miR-27a X (75)
miR-27b X (137)
miR-28 X (132)
miR-29b X (137)
miR-30a-5p X (10)
miR-30a-3p X (10)
miR-30c X (74,130)
miR-30c2* X (137)
miR-31 X (137,149)
miR-32 X (133)
miR-33a X (137)
miR-33b X (133)
miR-33b* X (137)
miR-34a X (132,145)
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X (132,145,146)
miR-34b X (137)
miR-34b* X (137)
miR-34¢ X (138,142)
miR-34c-5p X (137)
miR-95 X (132,137)
miR-96 X (11,137,147,149)
miR-98 X (73)
miR-99a X (143,148)
miR-99a-3p X (150)
miR-99b X (149)
miR-100 X (147,148)
miR-101 X (137)
miR-103 X (130,132)
miR-106a X (130,132,137)
miR-106b X (136)
miR-107 X (130,132)
miR-123 X (133)
miR-124a-1 X (83)
miR-124a-2 X (83)
miR-124a-3 X (83)
miR-125a-3p X (137)
miR-125b-1 X (133)
miR-125b-2 X X ggg
miR-127-3p X (137,147)
miR-129-2 X (81)
miR-129-3p X (134)
miR-130b X X Egg
miR-132* X (137)
miR-133a X 2 83;137)
miR-133b X (134,137,149)
miR-134 X (137)
miR-135a* X (137)
miR-135a X (134,139)
miR-135b X (10,11,134,137,139)
miR-136 X (137)
miR-136* X (137)
miR-137 X (134)
miR-139-5p X (137)
miR-140-3p X (137)
miR-140-5p X (137)
miR-141 X (7,11,132,134,147)
mRi2S X s
miR-142-5p X (134,149)
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X (137)

. X (80,137)
miR-143 X (133)
miR-143* X (137)
miR-145 X (80,137)
miR-145%* X (137)
miR-145a X (133)
miR-146 X (133)
miR-146a X (147)
miR-148a X (83,128)
miR-150%* X (137)
miR-151 X (132)
miR-152 X (82,83,130,137,147)
miR-155 X (131,132,149)
miR-181a X (73,86,130)
miR-181c¢ X (133)
miR-181¢-3p X (150)
miR-182 X (11,91)1,132,137,139,141,145,
miR-183 X (51)1,132,133,137,139,141,14
miR-184 X (132)
miR-185 X (130)
miR-186 X (8)
miR-188-5p X (137)
miR-191 X (132)
miR-193 X (130)
miR-193a X (149)
miR-193a-5p X (137)
miR-193b X (149)

) X (132)
miR-194 X (153,154)
miR-195 X (10,137)
miR-196a-5p X (150)
miR-196b X (137)
miR-198 X (137)
miR-199a-5p X (137)
miR-199b-5p X (137,139,147)
miR-199b-3p X (137,147)
miR-199b X (148)
miR-200 X (84)

. X (11,132,134,137,141,145,14
miR-200a 7.149)
miR-200a-5p X (139)
miR-200a* X (7,11,137,152)
miR-200b X (11,134,137,147,149,152)
miR-200b* X (7,137,147)
miR-200c¢ X (11,132

134,137,140,141,147,149)
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miR-202 X (137)
miR-203 X (11,132,134,137,147,149)
miR-203 X (155)
miR-204 < X g;‘%
miR-204-5p X (129)

X (7,10,11,132—
miR-205 134,137,140,141,145,147,1

49)

miR-210 X (130,132,134,137,147,149)
miR-214 X (137,139)
miR-214% X (137)
miR-215 X (132)
miR-218 X (139)
miR-221 X (130)
miR-222 X (8)
miR-222-3p X (144)
miR-223 X (8,132,133,137)
miR-224 X (137)
miR-299-3p X (137)
miR-299-5p X (137)
miR-301 X (132)
miR-325 X (132)
miR-326 X (132)
miR-328-3p X (150)
miR-330 X (132)
miR-330-3p X (137)
miR-337-3p X (150)
miR-337-5p X (137,139)
miR-363 X (149)
miR-368 X (149)
miR-369 X (133)
miR-370 X (139,147)
miR-371-5p X (137)
miR-376a X (137,147)
miR-376¢ X (137,139,147)
miR-377 X (137,139)
miR-379 X (137)
miR-381 X (137,147)
miR-409 X (133)
miR-410 X (11,137,147)
miR-411 X (137,145)
miR-421 X (147)
miR-423 X (130,133)
miR-424 X (133,137,147,156)
miR-424* X (147)
miR-424-3p X (139)
miR-425 X (133,137)
miR-429 X (11,134,137,139,147,149,15
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2)

miR-431 X (133,147)
miR-432 X < 822;
miR-449 X (149)
miR-450a X (137)
miR-451 X (133)
miR-455-3p X (137)
miR-455-5p X (137)
miR-483-5p X (137)
miR-487b X (145)
miR-494 X (137)
miR-496 X (133)
miR-497 X (137)
miR-499 X (10)
miR-501-5p X (137)
miR-503 X (133,137,147,151)
miR-504 X (134)
miR-505% X (137)
miR-513a-5p X (137)
miR-513b X (137)
miR-516 X (133)
miR-516a-5p X (147)
miR-518c* X (137)
miR-519a X (134)
miR-542-3p X (137,147)
miR-542-5p X (137,139,147)
miR-557 X (137)
miR-564 X (137)
miR-572 X (145)
miR-575 X (137)
miR-596 X (147)
miR-601 X (137)
miR-605 X (147)
miR-610 X (147)
miR-614 X (147)
miR-622 X (137,145)
miR-623 X (137)
miR-629% X (137)
miR-630 X < a7
miR-632 X (147)
miR-650 X (145)
miR-652 X (137)
miR-654-3p X (137)
miR-663 X (137)
miR-758 X (139)
miR-760 X (137)
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147)

miR-765 X (137)
miR-768-5p X (137)
miR-801 X (137)
miR-873 (137)
miR-877 X (137)
miR-892b X (137)
miR-888 X (134)
miR-923 X (137)
miR-936 X (147)
miR-939 X (137)
miR-1224-5p X (137)
miR-1225-5p X (137)
miR-1226* X (137)
miR-1228 X (11)

miR-1247 (139)
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I1.C.8.b- Profil d’expression de micro-ARNs associé au tissu endométrial malin
Une synthese des données est reportée dans le tableau 6.
La revue de la littérature a permis de relever 17 articles consacrés a 1’étude des profils d’expression
de miARN au sein de tissu endométrial selon son statut tumoral ou bénin +/- hyperplasique.
(10,11,74,86,130,132,133,139-141,145,147-152)
Les études comportaient en moyenne 45 échantillons d’endométre tumoral (minimum=7 ;
maximum=141) avec exclusivement des types I histologiques pour 12 études. Les études
comportaient en moyenne 18 échantillons d’endométre sain (minimum=5; maximum=48).
L’endometre sain était issu de pieces opératoires de patientes opérées pour pathologie bénigne,
excepté pour 4 études dans lesquelles I’endomeétre sain était prélevé dans une région adjacente a la
tumeur.
L’extraction d’ARN a été faite de facon équitable a partir de tissu conservé sous paraffine ou a -
80°C. L’analyse des niveaux d’expression était réalisée dans sept études a partir de technique
d’hybridation sur puce, dans deux études a partir de séquencage de nouvelle génération, et
systématiquement par RT-qPCR.
Le tissu endométrial tumoral était le siege (par rapport au tissu endométrial sain) :
e d’une augmentation de I’expression des miR : -9, -9%*, -9-3p, -10a, -18a-3p, -19b, -25-5p, -
31, -34a, -95, -96, -103, -106a, -107, -130b, -135a, -135b, -141, -142-5p, -146, -151, -155, -
181a, 181c-3p, -181c, -182, -183, -184, -191, -194, -200a, -200a*, -200a-5p, -200b, -200b*,
-200c, -203, -205, -210, -215, -223, -218, -301, -325, -326, -330, -363, -423, -425, -429, -
432, -449, -499
e d’une diminution de I’expression des miR : -10b, -10b* -21, -23a*, -30a-3p, -30a-5p, -30c, -
32, -33b, -99a, -99a-3p, -99b, -100, -127-3p, -133b, -152, -193, -193a, -193b, -195, -196a-
5p, -199b, -199b-3p, -199b-5p, -204, -214, -221, -328-3p, -337-3p, -368, -369, -370, -376a,
-376¢, -377, -377-5p, -381, -409, -410, -411, -424, -424%*, -424-3p, -431, -432, -451, -487b,
-496, -503, -516, -542-3p, -542-5p, -596, -610, -630, -632, -758, -760, -1247
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I1.C.8.c- Profil d’expression de micro-ARNs dans le cancer de ’endometre selon le statut
ganglionnaire

Une synthese des données est reportée dans le tableau 7.

La revue de la littérature a permis de relever 11 articles qui détaillaient en analyse secondaire le
profil d’expression des miARNs selon le statut ganglionnaire. (10, 11, 80, 86, 129, 132, 133, 137,
143, 144, 148)

Les études comportaient en moyenne 11 échantillons associés a un statut ganglionnaire positif
(minimum=2 ; maximum=29) et 42 échantillons associés a un statut ganglionnaire négatif
(minimum=13 ; maximum=121).

Sept études n’incluaient que des types I histologiques.

Le statut ganglionnaire positif était associé a une augmentation de 1’expression des miR-10a, -10b, -
26a, -26al, -34a, -95, -123, -125b1, -125b2, -133a, -143, -145a, -181a, -200a*, -203, -222-3p, -429.

Le statut ganglionnaire positif était associé¢ a une diminution de I’expression du miR -204-5p.

I1.C.8.d- Profil d’expression de micro-ARNs dans le cancer de ’endometre selon la survie
Une synthese des données est reportée dans le tableau 8.
La revue de la littérature a permis de relever 11 articles qui détaillaient en analyse secondaire le
profil d’expression des miARNSs au sein du tissu endométrial tumoral selon la survie globale ou
sans récidive. (10, 11, 80, 81, 129, 133, 135, 137, 140, 148, 153)
Cing études n’incluaient que des types I histologiques.
L’extraction d’ARN a ét¢é faite de facon majoritaire a partir de tissu conservé sous paraffine.
L’amélioration significative de la survie globale est associée a :

e [’augmentation de I’expression des miR-10b*, -29b, -100, -101, -129-2, -130b, -139-5p, -

152, -194, -199a-5p, 455-5p

e La diminution de I’expression des miR-200c, -205, -429, -1228
L’amélioration significative de la survie sans récidive est associée a :

e [’augmentation de I’expression des miR-29b, -152, -199a-5p, 455-5p

e La diminution de I’expression des miR-429, -1228
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Tableau 6 : Profil d’expression des micro-ARNs entre un tissu endométrial malin et un tissu endométrial sain

Référence Type Echantillon Echantillon miR augmenté miR diminué Technique
étude échantillon Cas Témoin (Cas vs. Témoin) | (Cas vs. Témoin)
Yoneyama | Tissu frais | Cancer de ’endométre de type I | Tissu endométrial sain | miR-200a, -200b, | - Puce
et coll., (n=7) : IA Gradel-2, IB Gradel- | adjacent (n=7) -429 RT-gPCR
2015 (152) 2-3, IIAGI, ITICG2
He et coll., | Paraffine Cancer de I’endometre de type I | Tissu endométrial miR-181a - RT-qPCR
2015 (86) (n=47) : 38 FIGO I-II et 9 FIGO | hyperplasique (n=18),
II-IV ; 32 Gradel et 15 Grade tissu endométrial sain
2-3,42 N-et 5 N+ (n=13)
Kong et - Cancer de ’endometre de type I | Tissu endométrial sain | - miR-30c RT-qPCR
coll., 2014 (n=21) (n=14)
(74)
Jurcevic et | Paraffine Cancer de I’endométre (n=30) : | Tissu endométrial sain | miR-183, -182, miR-1247, -199b- | RT-qPCR
coll., 2014 10FIGO I, 10 FIGO Il et 10 (n=20) : 10 en phase 429, -135a, -9-3p, | 5p, -214, -370, -
(139) FIGO III folliculaire et 10 en -9, 135b, -200a- 424-3p, -376¢, -
phase sécrétoire 5p, -218, -18a-3p | 542-5p, -758, -
3717, -337-5p
Tsukamot | - Cancers de I’endometre de type I | Tissu endométrial sain | miR-499, -135b, - | miR-10b, -195, - | Séquencgage
o et coll., (n=28) : 4N+ et 21 N-, 7 IAG1 (n=14) 205 30a-5p, -30a-3p, - | nouvelle
2014 (10) 21 génération
RT-qPCR
Xiong et -80°C Cancer de I’endométre de type I | Tissu endométrial sain | miR-181c-3p, miR-99a-3p, - Séquencage
coll., (n=15) adjacent (n =15) -25-5p 96a-5p, -328-3p, - | nouvelle
2014 (150) 337-3p, let-7c-5p | génération
RT-qPCR
Xu et -80°C Cancer de I’endométre de type I | Tissu endométrial sain | - miR-503 RT-gPCR
coll., 2013 (n=71) (n=5), tissu
(151) endométrial sain

adjacent au cancer
(n=10), hyperplasie
atypique (n=9)

55



Torres et Paraffine Cancer de I’endometre de type I | Tissu endométrial sain | miR-9, -141, - miR-410 Puce
coll., 2013 | -80°C (n=77) (n=31) 183, -200a, - RT-gPCR
(11) 50 FIGO 1, 5 FIGO 11, 20 FIGO 200a*, -200b, -
III, 2 FIGO IV 200b*, -200c, -
29 Gradel, 30 Grade2, 18 203, -205, -429, -
Grade3 96, -182, -135b
29 N+, 15 N-
Torres et | Paraffine Cancer de ’endometre de type I | Tissu endométrial sain | - miR-99a, -100, - | RT-qPCR
coll., 2012 | -80°C n=77) : 50 FIGO I, 5 FIGO II, (n=31) 199b
(148) 20 FIGO 111, 2 FIGO 1V ;
29 Gradel, 30 Grade2, 18
Grade3 : 29 N+, 15 N-
Lee et Paraffine Cancer de I’endomeétre (n=22) : | Tissu endométrial sain | miR-182, -183, - - RT-qPCR
coll., 15 FIGO IA, 5 FIGO 1B, 2 (n=10), hyperplasie 200a, -200c, -205
2012 (141) FIGO IIIC1 simple (n=21),
hyperplasie atypique
complexe (n=22)
Karaayvaz | Paraffine Cancer de ’endometre (n=48) : | Tissu endométrial sain | miR-200c - RT-qPCR
et coll., 24 endométrioides, 13 séreux, 5 | adjacent (n=48) miR-205
2012 (140) cellules claires, 5 canaux de
Muller, 1 indifférenciée ; 26
FIGOI, 4 FIGOII, 6 FIGO3, 12
FIGOIV
Snowdon | Paraffine Cancer de ’endometre de type I | Tissu endométrial sain | miR-9/-9%, -18a, - | miR-10b*, -23a*, | Puce
et coll.,, (n=19) : 9 FIGO IA, 4 FIGO IB, | (n=10), hyperplasie 96, -141, -146a, - | -100,-127-3p,- RT-qPCR
2011 (147) I FIGO IL complexe atypique 200a/b/b*/c, -203, | 152,-199b-3p, -
(n=14) -205, -210, -421, - | 199b-5p, -370,
429, -516a-5p, - 376a/c,-381,-
605, -614, -936 410,-424,-424%*, -
431, -432,-503, -

542-3/5p,-596,
610,630,632, 760
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Cohn et Paraffine Cancer de I’endomeétre (n=141) : | Tissu endométrial miR-9, -19b; - let-7a, miR-32, - | Puce
coll., 2010 121 endométrioides de stade 1 sain : 10 tissus en 146, -181c, -183, | 33b, -369, -409, - | RT-qPCR
(133) (90 grades 1, 27 grades 2, 4 préménopause et 10 -200c, -205, -223, | 424, -431, -451, -
grades 3), 3 endométrioides de tissus en post -423, -425 496, -503,-516
stade III, 7 séreux de stade III, 4 | ménopause
endométrioides de stade IV et 6
séreux de stade IV
Ratner et Paraffine Cancer de I’endométre (n=90) : Tissu endométrial miR-182, -183, - | miR-411, -487b Puce
coll., 2010 | -80°C 57 endométrioides (27 stades I, | bénin (n=5) 200a, -205, -34a, RT-gPCR
(145) 12 stades II, 18 stades III), 27 -572, -622, -650
papillaires séreux et 6
carcinosarcomes.
Chunget | -80°C Cancer de I’endomeétre type I Tissu endométrial sain | miR-10a, -17-5p, | - RT-qPCR
coll., 2009 (n=30) : 25 stades I-II et 5 stades | (n=22) : 7 en phase -23a*, -25, -28, -
(132) Il ; 19 grades 1, 11 grades 2 ; 3 | proliférante, 7 en 34a, -95, -103.-
N+ et 27 N- phase sécrétoire et 8 106a,-107, -130b,
post ménopausique -141, -151, -155, -
182, -183,-184, -
191,-194, -200a/c,
-203, -205, -210, -
215,-223, -301, -
325, -326, -330
Wu et -80°C Cancer endometre type I Tissu endométrial sain | miR-200C,-449, - | miR-204, -193a, - | Puce
coll., 2009 (n=10) : 5 stades I, 5 stades II adjacent (n=10) 205, -182, -429, - | 368, -133b, - RT-gPCR
(149) 200D, -96, -31, - 193b, -99b
141, -200a, -363,
-210, -432, -203, -
10a,-155, -142-5p
Boren et -80°C Cancer endometre type I (n=37) | Tissu endométrial sain | Let-7c, miR-103, | let 7i, miR-30c, - | Puce
coll., 2008 (n=20) -106a,-107,-181a, | 152,-193,-221 RT-qPCR
(130) Hyperplasie complexe | -185, -210, -423

atypique (n :4)
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Tableau 7 : Profil d’expression de micro-ARNSs au sein de tissu endométrial néoplasique selon le statut ganglionnaire associé

Référence Type Histologie échantillon Echantillon | Echantillon | miR augmenté miR diminué
étude échantillon Cas Témoin (Cas vs. Témoin) | (Cas vs. Témoin)
Lietcoll., 2016 | Paraffine Cancers endometre (n=47) : 36 Gradel-2, 11 17 N+ 30 N- - -
(143) Grade3, 34 FIGO I-11, 13 FIGO III-IV
He et coll., 2015 | Paraffine Cancer endometre de type [ (n=47) : 32 Gradel-15 | SN+ 42N- miR-181a -
(86) Grade 2-3 ; 38 FIGO I-1I et 9 FIGO III-IV
Liu et coll., -80°C Cancers endometre (n=75) : 36 Gradel, 26 Grade2, | 11 N+ 64 N- miR-222-3p -
2014 (144) 13 Grade3, 47 FIGO 1, 16 FIGO II, 12 FIGO III
Tsukamoto et - Cancers endometre de type I (n=28) 4 N+ 21 N- - -
coll., 2014 (10)
Bao et coll., -80°C Cancers endometre (n=71) : 57 endométrioides, 14 | 8 N+ 63 N- - miR-204-5p
2013 (129) non endométrioides , 32 Gradel, 18 Grade2, 7
Grade3, 60 FIGO 1, 7 FIGO 11, 4 FIGO III
Zhang et coll., Paraffine Cancers endometre (n=107) : 85 endométrioides, 22 | 6 N+ 42 N- - -
2013 (80) non endométrioides ; 30 Gradel, 39 Grade2, 16
Grade3 ; 18 LVSI+, 87 LVSI - ; 74 FIGO I, 17
FIGO 11 ; 13 FIGO III ; 1 FIGO IV
Torres et coll., | Paraffine Cancers endometre Type I (n=77) : 29 Gradel, 30 15 N+ 29 N- miR-200a* /miR- | -
2013 (11) -80°C Grade2, 18 Grade3 203/miR-429
Torres et coll., | Paraffine Cancers endometre type I (n=77) : 29 Gradel, 30 29 N+ 15 N- - -
2012 (148) -80°C Grade2, 18 Grade3 ; 50 FIGO I, 5 FIGO 11, 15
FIGO 111, 2 FIGO IV
Cohn et coll., Paraffine Cancers endometre (n=141) : 121 endométrioides 20 FIGO 121 FIGO 1 | miR-145a, -10b, - | -
2010 (133) FIGO I, 3 endométrioides FIGO III, 7 séreux FIGO | III-IV 123, 26a, 125b1, -
III, 4 endométrioides FIGO 1V, 6 séreux FIGO IV 125b2, -143, -
133a, -26al
Hiroki et coll., -80°C Adénocarcinomes séreux (n=21) : § FIGO I, 2 2 N+ 13 N- - -
2010 (137) FIGOII, 3 FIGOIII, 8 FIGO IV, 5 LVSI+, 16 LVSI-
Chung et coll., | -80°C Cancers de I’endométre de type I (n=30) : 25 stades | 3 N+ 27 N- miR-10a, miR- -
2009 (132) I-IT et 5 stades II1 ; 19 grades 1, 11 grades 2 34a and miR-95
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Tableau 8 : Profil d’expression de micro-ARNSs au sein du tissu endométrial néoplasique selon la survie

Référence Type Histologie échantillon Conclusion
étude échantillon
Tsukamoto et - Cancers endometre de type I (n=28) : Le niveau d’expression de miR-135b, -205, -21, -30a-3p,
coll., 2014 (10) 7 IAGradel et 21 autres stades, 4 N+ et 21 N- -499, -10b, -30a-5p, -195 n’est pas corrélé a la survie
sans récidive
Bao et coll., - Carcinomes endométrioides issus du Cancer L’augmentation d’expression de miR-204-5p est
2013 (129) Génome Atlas database (n=279) associée a une amélioration non significative de la
survie globale (OR=1,32, p=0,12)
Dong et coll., Paraffine Cancers endometre suivis pendant 15 ans L’augmentation d’expression de miR-130b est associée
2013 (135) (n=32) : 15 endométrioides, 8 séreux, 5 a une meilleure survie globale (p=0,05)
cellules claires, 4 autres,
18 FIGO I, 1 FIGO I1, 5 FIGO 111, 8 FIGO IV
Zhang et coll.,, | Paraffine Cancers endometre (n=107) : 85 endométrioides, | La diminution d’expression de miR-145 et miR-143 est
2013 (80) 22 non endométrioides ; 30 Gradel, 39 Grade2, | associée a une diminution non significative de la survie
16 Grade3 ; 18 LVSI+, 87 LVSI - ; 74 FIGOI, 17 | globale (p>0,05)
FIGOII ; 13 FIGOIII ; 1 FIGOIV ; 6N+,42 N-
Torres et coll., | Paraffine Cancers endometre (n=77) : Les expressions des miR-1228/miR-200c/miR-429, et
2013 (11) -80°C Type I: 29 Gradel, 30 Grade2, 18 Grade3 miR-1228/miR-429 sont respectivement associées a la
15 N+, 29 N- survie globale (HR:2.978,95% CI:1.580-5.614, p <
0.001) et sans récidive (HR: 4.149, 95% CI: 2.193-7.852,
p <0.001).
Zhai et coll., Paraffine Cancers endometre suivis pendant 15 ans L’augmentation d’expression de miR-194 est associée a
2013 (153) (n=32) : 15 endométrioides, 8 séreux, 5 une meilleure survie globale (p=0,007)
cellules claires, 4 autres; 17 FIGO I, 1 FIGO 11,
5 FIGO 111, 9 FIGO IV
Karaayvaz et Paraffine Cancer endometre (n=48) : 24 endométrioides, L’augmentation d’expression de miR-205 est associée a

coll., 2012
(140)

13 séreux, 5 cellules claire, 6 autres ; 26 FIGOI,
4 FIGOI1I, 6 FIGOI11I, 12 FIGOIV

une moins bonne survie globale (p=0,03)
L’expression de miR-200c n’est pas corrélée a la survie
globale (p=0,58)
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Torres et coll., | Paraffine Cancers endometre type I (n=77) : 29 Gradel, 30 | L’augmentation d’expression de miR-100 est associée a
2012 (148) -80°C Grade2, 18 Grade3 ; 50 FIGO I, 5 FIGO 11, 15 une meilleure survie globale (p=0,02)
FIGO 111, 2 FIGO IV ; 29 N+, 15 N-
Cohn et coll., Paraffine Cancers endometre (n=141) : 121 L’augmentation d’expression de miR-199a-5p est
2010 (133) endométrioides FIGO I, 3 endométrioides FIGO | associée a une meilleure survie globale (p=0,007) et
111, 7 séreux FIGO III, 4 endométrioides FIGO sans récidive (p=0,048)
IV, 6 séreux FIGO IV
Hiroki et coll., | -80°C Adénocarcinomes séreux (n=21) : Les sous-expressions de miR-152, -29b et -455-5p sont

2010 (137)

8 FIGOI, 2 FIGOII, 3 FIGOII, 8 FIGOIV ;5
LVSI+, 16 LVSI-

associées a de moins bonnes survies globale et sans
récidive (p<0,05).

Les sous-expressions de miR-101, -10b*, et -139-5p sont
associées a une moins bonne survie globale (p<0,05)

Huang et coll.,
2009 (81)

Cancers endometre (n=117)

La méthylation du géne de miR-129-2 est associée a une
moins bonne survie globale (p=0,039)
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I1.C.8.e- Micro-ARNs oncogenes (oncomirs) dans le cancer de I’endométre

Une revue de la littérature a permis d’expliquer les mécanismes moléculaires associés aux
oncomiRs impliqués dans le CE. Nous faisons, ci-dessous, un commentaire synthétique
concernant I’évolution de 4 miARNs dont I’augmentation d’expression est généralement
associée a un mauvais pronostic dans le CE et pour lesquels des cibles ont été proposées ou

validées.

miR-181a

Une augmentation de I’expression du miR-181a dans le tissu endométrial tumoral est
associée, selon les études sus-citées, a I’envahissement ganglionnaire. (73,86,130)

Son expression varie également selon le type histologique du cancer d’aprés le travail de He
et coll. ayant porté sur ’analyse de 78 tissus sous paraffine : 13 endometres normaux, 18

hyperplasies endométriales, 37 cancers de type I et 10 cancers de type II. (Tableau 9)

Tableau 9 : Variation de I’expression de miR-181a dans les tissus endométriaux (d’apreés
He et coll., Drug Design, Development and Therapy, 2015) (86)

2—AACt

Tissu p

Hyperplasie endométriale vs. Endometre sain 4,073 0,027
Cancer endometre type II vs. Cancer endometre type I 3,668 0,032
Cancer endometre type II vs. Hyperplasie endométriale 7,669 0,003
Cancer endometre type II vs. Endometre sain 31,233 | 0,000
Cancer endometre type I vs. Hyperplasie endométriale 2,091 0,127
Cancer endometre type I vs. Endometre sain 8,515 0,000

L’équipe de He et coll. a également montré, a partir d’'une analyse bioinformatique complete,
que le miR-181a possédait jusqu’a présent 131 cibles validées, dont 22 étant des genes
impliqués en cancérogénese et notamment dans la prolifération cellulaire et I’apoptose (figure
14) (86).

Ces données mettent en avant le miR-181a comme potentiel bio marqueur dans le CE.
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Increased cell proliferation, decreased
cel death, and reduced protein degradation

Tumorigenesis

Figure 14 : Mécanisme de régulation des génes impliqués dans la cancérogénese par
I’oncomiR-181a (d’apres He et coll., Drug Design, Development and Therapy, 2015) (86)
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miR 200

La sur-expression de la famille du miR-200, au sein du tissu endométrial, est associée a
I’envahissement ganglionnaire et a une altération de la survie globale (7,11,84,132—
134,137,139-141,145,147,149,152).

La famille du miR-200 est composée de 5 membres localisés sur deux clusters génomiques
(miR-200a/b, miR-429 sur le chromosome 1, et miR-200c, miR-141 sur le chromosome 12)
(157). Cette famille du miR-200 est impliquée dans la voie EMT (109,110,158) via une
inhibition de deux facteurs de transcription, ZEB1 and ZEB2, régulant négativement E-
cadherin. Le r6le de miR-200 en tant qu’oncomiR n’est donc pas clairement expliqué,
puisqu’une augmentation de I’expression de miR-200 est donc associée a une diminution
d’expression de ZEB 1-2 et donc a une augmentation d’E-cadherin avec maintien du statut
épithélial. Une explication pourrait €tre en partie apportée par les données d’une récente revue
Cochrane (159) ayant souligné la régulation de miR-200 par les récepteurs-alpha aux
oestrogenes et 1’oestradiol. Le miR-200 est aussi responsable d’une inhibition de PTEN,
comme prouvé par le travail de transfection de Yoneyama et coll avec hyper-activation de kt

et favorisant ainsi la prolifération cellulaire (152).

miR 222-3p

La surexpression du miR-222-3p est associée a I’envahissement ganglionnaire dans le CE
(144). Le caractere oncogene de ce miR a été confirmé par de nombreuses autres études,
puisque le miR-222-3p est également augmenté dans le cancer du poumon métastatique (160)
et dans le glioblastome (161).

Dans une étude ayant porté sur des cellules endométriales, Liu et coll. ont montré que le miR-
222-3p pouvait accentuer la prolifération et I’invasion cellulaire, et favoriser le passage de la
phase G1 a la phase S. Les cibles régulées par miR-222-3p, incluant PTEN, TIMP3 (160),
TRPS1 (162), CDKNIC/p57 (163) et p27kipl (164) participent €galement a [’action

oncogénique.

miR-10b

La sur-expression du miR-10b est selon Cohn et coll. associée a un stade avancé dans le CE
(133).

D’apres Han et coll (165), le miR-10b peut induire ’EMT avec augmentation de I’expression
de N-cadherin et décroissance de E-cadherin. Han et coll. rapportent que le miR-10b est

associ¢ a l’agressivit¢é du cancer du sein. Aussi, un traitement de cellules mammaires
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tumorales avec un inhibiteur de miR-10b, entraine une diminution de la prolifération et de
I’invasion de ces cellules avec une augmentation de E-cadherin et une diminution de
vimentin. La figure 15 représente l’intégration de miR-10b dans les voies cellulaires

impliquées dans le controle de la voie EMT (91)

miR-1
4 miR-10b mik-204
TWIST1 —// ,
7 miR-203
miR-30 :
S
miR-29 g
L i SNAIL 2 E47
| miR-203
| &/ E2-2
| miR-34 e
ZEBs
II. o & miR-192
. \ i miR-138
A e miR-130
Epigenetic —— miR-205 miR-183-96-182
E-cadherin |—— miR-9
miR-22 TET

Figure 15 : Intégration de miR-10b dans les voies cellulaires impliquées dans le controle
de la voie de la transition épithélio-mésenchymateuse (d’aprés Diaz-Lopez et coll.,
Cancer Management and Research, 2014) (91)
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I1.C.8.f- micro-ARNSs suppresseurs de tumeur (suppresseurs mirs) dans le cancer de
I’endométre
Une revue de la littérature a permis d’expliquer les mécanismes moléculaires associés aux

principaux miARNs suppresseurs de tumeur impliqués dans le CE.

miR-152 :

miR-152 est sous-exprimé dans les tissus endométriaux tumoraux par rapport aux tissus
endométriaux sains. Aussi, la sous-expression de miR-152 au sein du tissu endométrial
tumoral est associée a une altération significative de la survie globale et de la survie sans
récidive (137).

Le miR-152 a fait I’objet en 2016 d’une revue de la littérature spécifique par Liu et al. (166).
miR-152 est membre de la famille miR-148/152 qui inclut miR-148a, miR-148b et miR-152
dont le gene est situé sur le chromosome 17q21.32. Deux séquences matures sont obtenues a
partir du miR pré mature 152 : miR-152-3p et miR-152-5p. De nombreuses publications ont
mis en évidence une diminution de ’expression du miR-152 dans des cancers incluant :
ovaire (167), endometre (82) et sein (168), suggérant sa fonction de miR suppresseur de
tumeur. Si des centaines de mARN cibles ont pu é&tre proposés par une analyse
bioinformatique, une quinzaine impliquée en cancérogénese a été validé expérimentalement

(Tableau 10).

Tableau 10 : ARNs messagers cibles du miR-152 (d’aprés Liu et coll., Oncology Letters,
2016) (166)

Cancer Expression | Effet biologique Géne cible

Endometre Sous exprimé | Inhibition croissance cellulaire DNMT1, E2F3,
MET,RICTOR

Ovaire Sous exprimé | Réduction prolifération cellulaire | DNMTI1

Sein Sous exprimé | Inhibition prolifération cellulaire | DNMT]I, IGF-1R,
IRS1

Foie Sous exprimé | Réduction prolifération cellulaire | DNMT1, Wntl

Prostate Sous exprimé | Réduction croissance cellulaire DNMTI1, TGFa

Poumon Sous exprimé | Réduction prolifération cellulaire | ADAMI17, FGF2

Glioblastome | Sous exprimé | Réduction prolifération cellulaire | KLF4

Estomac Sous exprimé | Inhibition prolifération cellulaire | CD151

Gliome Sous exprimé | Diminution de I’invasion MMP3
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miR30c

miR-30c est sous-exprimé dans le tissus endométriaux tumoraux de type I par rapport aux
tissus endométriaux sains (74,130).

Son mode d’action passe notamment par 1’inhibition de MTA-1 (74), BCL9 (169), TWF1,
vimentin (170) et KRAS (171). Aussi, d’apreés une €tude fonctionnelle sur lignées cellulaires
de CE (Ishikawa et HEC-1B), le niveau d’expression de miR-30c est diminué en cas de

traitement par E2. (74)

miR-424 :

miR-424 est sous-exprimé dans le tissus endométriaux tumoraux par rapport aux tissus
endométriaux sains (133,137,147,156).

Selon une étude fonctionnelle a partir de deux lignées cellulaires de CE (HEC-1A et
Ishikawa), la surexpression de miR-424 diminue la prolifération cellulaire induite par un
traitement par 17B-estradiol (E2) en inactivant la voie de signalisation PI3K/AKT médiée
dans le CE par la G-protein-coupled estrogen receptor-1 (GPER). De plus la transfection d’un
vecteur surexprimant GPER dans une cellule endométriale cancéreuse stimulée par E2

diminue I’effet d’inhibition de miR-424 sur la croissance cellulaire (172).

miR-503 :

miR-503 est sous-exprimé dans le tissus endométriaux tumoraux par rapport aux tissus
endométriaux sains. (133,137,147,151).

Les fonctions des miRNAs suppresseurs de tumeur de miR-503 sont en rapport avec son
interaction avec la voie EMT. Ainsi, la surexpression de miR-503 augmente 1’expression du
marqueur epithélial E-cadherin et diminue I’expression des marqueurs mésenchymateux N-

cadherin et vimentin, de Snail et de c-myb (173).
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I1.D- Ouverture sur la thérapeutique

Plusieurs revues de la littérature, dont une frangaise récente (4,87) ont fait le point sur I’apport
thérapeutique des miARNSs envisagé dans de nombreux cancers dont celui de I’endometre
(144).

Ces revues rappellent que la suppression globale des miARNs n’est pas compatible avec la
survie, puisque la suppression du complexe Dicer qui assure une étape clé commune de leur
biosynthese est 1étale (174). Toute stratégie thérapeutique fondée sur leur utilisation ne peut
donc se concevoir que de fagcon ciblée sur un ou quelques miARNS.

Suppléer a la sous-expression d’un miARN suppresseur appelle alors une stratégie de type
agoniste avec réintroduction et expression forcée de ce miARN ou d’un analogue. A 1’inverse,
réduire le taux d’un miARN pathologiquement surexprimé relévera d’une stratégie de type
antagoniste par des oligonucléotides complémentaires du miARN en question, d’ol le nom d’
« antagomir » (175) ou d’ « AMO (anti-microRNA oligonucléotide) » (176) donnés a ces
molécules. Plusieurs revues abordent ce probleme avec des conclusions tres similaires (39—
41,78). Quelle que soit la stratégie utilisée, elle se heurte aux deux mémes obstacles majeurs :
la difficulté pour ces molécules tres chargées négativement de pénétrer dans les cellules et
leur stabilité vis a vis des nucléases qu’elles vont rencontrer aussi bien dans le sang que dans
les cellules (difficultés identiques a celles rencontrées par I’utilisation des siARNs (ARNs
interférents) thérapeutiques). La panoplie des modifications chimiques utilisées pour pallier
ces problemes a été¢ détaillée par la revue de Saumet et coll. (177). Enfin, la possibilité
d’introduire ces séquences oligonucléotidiques par des vecteurs de thérapie génique est elle

aussi activement explorée.
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III — Objectifs du travail

Les objectifs du travail sont :

e premic¢rement d’évaluer les profils d’expression de miARNs en fonction de deux
facteurs pronostics majeurs : le statut ganglionnaire et la présence d’emboles
lymphovasculaires

e deuxiemement de déterminer des seuils d’expression de ces miARNs qui pourraient
servir d’aide au diagnostic et donc a la prise en charge thérapeutique des patientes

présentant des CE supposés de bon pronostic.

68



IV - Résultats.
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Détermination de profils d’expression de micro-ARNs associés a I’envahissement

ganglionnaire dans le cancer de I’endometre de stade précoce de grade 1-2

Article 1 (178) :

Identification of microRNA expression profile related to lymph node status in women

with early-stage grade 1-2 endometrial cancer

Geoffroy Canlorbe, Zhe Wang, Enora Laas, Sofiane Bendifallah, Mathieu Castela,
Marine Lefevre, Nathalie Chabbert-Buffet, Emile Darai, Selim Aractingi, Céline Méhats
and Marcos Ballester

Modern Pathology. 2016 Apr;29(4):391-401

L’objectif de ce travail était d’évaluer, au sein du cancer du CE de stade précoce de grade 1 —
2, si le profil d’expression de miARNs pouvait étre associé au statut ganglionnaire et aider a

la décision de stadification ganglionnaire chirurgicale.
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Article 1.

Les profils d’expression de miARNs ont été évalués entre deux groupes de tissus
tumoraux sous paraffine de CE de stade précoce de type I de grade 1-2: un groupe avec
envahissement ganglionnaire (n=9) et un groupe sans envahissement ganglionnaire (n=27),
appariés selon le grade histologique (1 ou 2), I’envahissement myométrial (< ou > 50%) et la
présence d’emboles lymphovasculaires.

Résultats : L’analyse aprés hybridation sur puce Affymetrix montre que le niveau
d’expression de 12/2560 miARNS matures varie au moins d’un facteur 2 entre les groupes
(avec et sans envahissement ganglionnaire). Une analyse d’enrichissement a montré que les
ARNm cibles des miARNs étaient associés aux voies de signalisation impliquées dans la
transformation cellulaire néoplasique, I’instabilit¢é génomique, l’invasion néoplasique, la
progression cancéreuse. Ces données ont été validées par une analyse avec RT-qPCR : les
niveaux d’expression de cinq miARNs (miARN-34c-5p, -375, -184, -34c-3p, et -34b-5p)
étaient significativement plus faibles dans les tissus tumoraux avec envahissement
ganglionnaire que dans ceux sans envahissement ganglionnaire. Les patientes avec seuil
d’expression du miARN 375 < 0,30 avaient un risque significativement plus élevé d’avoir un
envahissement ganglionnaire (n=8; 53,3%) que les patientes avec un seuil d’expression de
miARN 375 >0,30 (n=1 ; 4,8%), p=0,001. Les patientes avec seuil d’expression du miARN
184 < 0,30 avaient un risque significativement plus élevé d’avoir un envahissement
ganglionnaire (n=6; 60,0%) que les patientes avec un seuil d’expression de miARN 184 >0,30
(n=3; 11,5%), p=0,006.

Conclusion : Il s’agit de la premiere étude €valuant I’expression relative de miARNs
au sein de tissus tumoraux de CE de stade précoce de grade 1-2 selon le statut ganglionnaire.
Ces profils d’expression de micro ARNs fournissent les bases a de nouvelles études sur la
fonction des miARNs dans le CE et pourraient constituer un nouvel outil au diagnostic du
statut ganglionnaire.
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Identification of microRNA expression profile
related to lymph node status in women with
early-stage grade 1-2 endometrial cancer

Geoffroy Canlorbe'®”, Zhe Wang!, Enora Laas®, Sofiane Bendifallah®4, Mathieu Castela®,

Marine Lafevre®, Nathalie Chabbert-Buffet'?, Emile Darai'2?, Selim Amctingi®,
Céline Méhats" and Marcos Ballester!-23.7

INSERM, [IMB 5 838, University Fierre af Morde Curie, Pons, Fronce; *Depariment of Chetetrics and

Gynoecodogy, Tenon LUniversity Hospital, Assistnnce Publique des Hipitoux de Poris (AP-HP|, Uiniversity
Pierre and Marie Curie, et Paris, Paris, France; “Institut Universitaire de Cancérologie (IUC), Paris, France;
INSERM L'MR 5 707, Epidemiology, Information Syvstems, Modeling, University Pierre and Marie Corie, Paris,
Frunce; SDepartment of Pathology, Tenon University Hospitod, University Fierre and Morie Curie, Paris,
Franoe and SCochin Institute, Inserm [N016, CNRS 8104, Université Pors Descartes, Poris, France

Conventlonal methods used for histologic clessification and grading of endometrial cancer (EC) are not sufficient
to predict lymph node metastases. microRMA signatures heve recently been releed to EC pathologic
characteristics or prognosis. The aim of this study was to eveluate whether microRNA profiles of grade 1-2
endometriold adenocarcinomas can be related to nodal statua and used as & tool to adapt surgical staging in
early-stage EC. microRNA expression was assessed in nine formalin-fixed parafin-embedded (FFPE) EC primary
tumors with positive lymph node and in 27 FFPE EC primary tumors with negative lymph node, matched for
grede, stage, and lymphovescular space imolvement status. A microamrsy enalysis showed that there was mone
than & twofold significant difference in the expression of 12 microRANAS between the two groups. A quantitative
reverss transcriptase—PCR assay was used to confirm these results: the expression levels of five microRNAs
{micro ANA-34c-5p, <375, -184, -34c-3p, and -34b-5p) were significantly lower In the EC primarny tumor with posithe
lymiph node compared with those with negative lymph node. & minimal Povalue approech revealed that women
with 8 microRNA-375-fold change < 0.30 were mone likely to have positive lymph node (n= 8; 53.3%) compared
with those with 8 microRAMNA-3T5-fold chamge =030 (n=1; 48%), P=0001. Furthermore, women with a
microRAMA 184-fold change < 0.30 were more likety to heve posaitive lymph node (= & §0u0% ) compared with
thoss with a microRNA 184-fold change =0.30 (n=3; 11.5%), P=0.006. This is the first study investigating the
relative expression of mature microAMA genes in eardy-stege grade 1-2 EC primary tumors according o the
nodal ststus. This microANA expression profile provides a potential basia for further study of the microRNA

function in EC &nd could be used as a diagnostic tool for nodal status.
Modem Fathoiogy advance online publication, 5 February 2016; doi 10.1038modpathol 201630

Endometrial cancer (EC) is the most common
gynecologic tumor in women in developed countries.
The higheat estimated incidences in 2012 are in the
USA end Canada (19.1/100000) and notthern [12.8-
f100000) and western Europe (15.6/100000).%*
Waomen are often disgnosed at an early stage [stage |
of the Intemational Federation of Gimascology and

Cormespondence: Ir G Canlorhe, MI), Service de Gynécalogie-
Dhatdtrigun, Tptal Tonan, & ron de la Chine, 75020 Paris, Fenon.
E-mamil: ganffroy canloche@aphp i
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(Mhatetrics (FIG) classification), when the disease
is still confined to the uterus, representing almost
75% of the cases. The most frequently ocourring
histologic subtype is endometrioid adenocarcinoma,
which is & hormone-receptar-positive EC, with a
good progonosis® Women can be classified with
early-stage BC at low-, intermediate-, or high-risk
for ecurrence by & combination of histologic criteria
[ie depth of myometrial invasion and histologic type
and grade).*

Standard trestments for early-stage EC oconsist
of primary hysterectomy and hilateral salpingo-
oophorectomy. In this specific setting, many centers
in the United States paform lymph node sampling,
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lymph mode dissection, or senfinel pnph neds
mapplig o many of mest B, showing that
indications for lymph mode dissetions sre ool well
miallished Enmpesn guidelines have moenily been
modified md lymphadeectony b oo lenge
mommmended in wonen with low- [FIG0 gage 1A
grade 1 and grade 2, sndomettioid adenocandinmnal,
or mtermediste (FIGEY stage LA, 1 type 1 BEG
FIGO gage I, grade 1 mand g ol imebrindd
ad socarvinsmal dsk BG4 However, seveml mithoms
have demomstrawd that such an approach may
laad to underdredment s 10% o wonen of
Lowe-risk and 15% of interme diste-sidk BC have modal
metastamns 32 rates that can be h i the case of
lymphovescular spaoe iovolvemsot (LVS]) oo the
primary fumoee, =¥
It s mow well ssabiished that oonventicoel
methais used for histologie clhasiflcaiion asd
ing of BC are fed sifficient o dir.'l.l],ﬂna];
Hrd nande medmstanes, This is prabily dis E-;

bntomogensity  within  sndometrisid
sulltypes ™ Hence, additfional biols .L'L'l.‘.].udim L
sefstitive and specific mokalse poognomtic ™

vt Mg Shoid B e P.E:’.‘:‘“TAH
wIET in o
better adnpt adjuvant th

micmiENAs (miRNAs) am  short lq_ﬂl {~22
misclantides), naturally existing RNAs fundtioning at
the post-tmmscriptonnl lewal aither by oogulating
mENA  degradation or by reprossio
through hinding of the T-ustrassleted mgions
[a- LI'I'RsfnmeHﬂL"'I'h]nmm gerume misord e

ol lowad 1500 miRMNAS, snd i1 is estimmted that more
ﬁ:mﬂn!aﬂmﬂﬂlu!q:mlﬂhhmmjhid
Hmﬂﬂm“:}:ﬂ*yhﬂubmhhdm
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this stuly was this i
whether miBNA profile of gouls 1-2 andometrioeid
s incandnomas oo be mlated i dodal statis aid
tewnd s o tonl to sdapt mergion] staging.

Materials and methods

Fxperimenta] Thesign

Approval for  the semil  sitady  was  albdaitied
from the liwal Medical Ethich Cominittes (GPP
He-ddee-Franee: ¥; o-1-18) amd written inkamed oot
was obtained from all women whoe provided the
Hamiae smm hmdmﬁhn—udy The ex
F ther miRMNA chan F-mel
ﬂtntn'.l. J.u ks 1-2 mady-sdage E%E primany
El:hnm: spacimeres i shown in Figum 1.
Thirtysix wanen with eafy-singe EC (ie womemn
with primary tumer con foesd o the oermes wied with

Inzlukien critaria Exclusion critana
+  Primany surgaoal memmant for BT sith ol 1 Previoup malgrances.
Fapsierechomy and sysiematc rodal stagng * mzm
+* " m mm
T Grade 1 - Gride 3 EC 4+ Lynch syndrome
v RGO stmge - 18 +  iolammatory diseasa
i MicroR KA scraaning phass

Matching criteriatd
= FIiz0 stage

* Himkologes grade
= LVE stos

W

[FFPE EC pmany himar
Mhrrmdv:ﬂrrnphm
n

—F

Malgrgl Fybndcaton on maRNA 4.0 chips

chByma)
dmmpi’ 0 [FFPE EC primary s wih pinitres
Iyrgeh neefial va. 9 (37 FFPE EC giimany lmss

wilh duillien bingh i, pooked by X)

inl?ﬂ-vﬁl:mdﬁﬂlrﬂhmﬂﬂl

Seamiples: # (FFPE EC prnmary fumor with posifes

hymgh node) ve. 27 (FFPE EC pnmary fumor weth

riglive hmpk noda|

w:nrwi componeni oralyse
minimal p-valig: appmach

Hpiﬂnﬂldulﬂgh et ot oy ol
rallin-arnbad dad ; FIC0, G ]

i v L aysarinm

I P

af gy

i

dogy amed b
ela’in

niemaf A BT, rewarss ira neeeipl o, gPCR,

e Parssasiy fxn ) an -0

I tim o

| daswign BT, andom atria] cancar; FRPE! S alin-fived
LWAL lymph owsen e ofass | rvolhement; miRNA,
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o withd bodal iovadvemsst) who sderwent
y  sirglal  tmeimesd  (inchsding  ksal
mctomy, bilateral salpingo-oophomoomy, amd
sntematic nodal steging) htwesn Jamary 2000 and
Decemler 2012 in Tenon Tlmiversity Hopial—
APHP weorne onrolled in the stady. Mine thesn
wimen hal J;,nn‘ph oods (LN} motastewes |poitive
LM} mind et following  inchision Griteria
el ramne A aied ﬂ]mmmm.n. grada 1 or 2, FIGD
dage L The remaining 27 wonen, withoat LN
fntes (negative LN), mst the sme incision
oriteria amd  werr  med s oonirel  ssbjeds

hiswmlogic grade fgads 1, g'al.k 2}, amd LV S wtaiue
ﬁ:mﬁ\m nqathnu]. The exclusion oiteda ‘h':m
as  follows: previous maligiancies, histoy o
d:m.-u»ﬂ:n-npyntrldiﬂﬂu , flammetony dissmss,
o Lynch 'l_rndlmnﬁh seurch for a loss of
" of o of the Mismatch Ra
e e i s e
[micmeatallite indnlility m finn ermr mpaats
El | owem when BC oizred

et age 50 year of when them was. s
suggestive fanily history).

The cliniral and pathologis wrshls of the wanm
wen extracted o maictined BC detslmees aod
inarr b sl parity, bady mas index [mhalaied as
wmghtlnhlcgum;dm.&dhyﬂm of height in

imeders), coinorlidities {dinte puhnhhinm
FIGO np histologi: type, grade, depth
mypanedrial inwmdon, LVSD stabes, mdﬂm:lnﬂvm

wnﬂm anslygs
median ogn was 72 years {interquearile rangs

IORE 85-78]) in the megafive LN amd 60 years
MOR: 6d—78) in the positive grmoup (P=084). The twe
grvups  wem  oimpamble int the FIAY stage,
Hs&c grada, ami LVS] sisdis. Fudhemmon:, s
nn'n.u'l:l.d.l.th: {diabetes and dyslipidemia), parity,

mmas indee, rmer size, Boropmsn Stciety of
ka] Onenlogy (ESMO) fsk group of recumsnes,

atud LYV E] stahia did not differ scconding to the nodal
statis, The mexiian fime ety e surgery and sampls
BMA exiraction was 32 momibs {ICR: 23-70) in the
atlve LN and 30 months (QR: 15-60) in

the pogitive group {P=0.95) (Table 1)

Histnlogic Characeristios

ﬂdnluﬁrnm:h1hduﬂ.1!dllyiﬂ'u of lms of a
amues, mmnonbr groewth pattern;
]n:.blngumgrﬂhilglﬂ-m'fnulsahf Faml!rlx.
pommanilar pattem; and histologic gmde 3 by mom
than 50 of solid nmsgasmens, soomonlar growth
ptteerns ™ The proseno nt'gndnﬂ.ml:ld].uvulvhﬁ
muore than Eﬂ"}'u of the Hemor incmetes the fio)
tumar gads by 1. A tumor i oomiidersd LVS]
ve when tumaor emboli are found withis a spaoe
clemrly loed by emminthelia] calls on bematmylin avd
eoatit-atn el sedione 2

el B el el el s e

(=

Table 1 Epiderabbogic and il oy ol metarisetiona bsheaen
e Wl Tergg e o e e L3

EC FFFE EC FFFE
pElmary hunor | rinlary Do
Negrstfivn [N Faxitive [N
o =2F =l P wlus
A, msdian fICR] T2 s B (BT CLEd
Bl 1 %] 1% O] [
Dyvaliphdeania 5 ) 3 N5 1 {0 1
Parity, madian { KR| 2 -4l T i3] 0Es
BMI, meedian (IR 4 [R-17) 15 o) L=
FIG2 St n{ %}
1A 13 {4815 4 4 A%] 1
| 14 5195 5 5 A%
Histolog: gade n %
Corada 1 RN 5 5N 1
Grada X pl - e | & JEE. ]
Thomr aizs (oo ] 40 [E2—40) 440 X413 [-F -3
wmastian | IR |
FESMUD siek grougs, n (%]
L Fimk 13 HEI%] 4 4% 1
Inierrecdiale Fok 14 FE10%] 5 5 E%])
LWVET, il %]
Y pREEy | 3 %] 1
Na 15 pEl A | B A%
Tilinmi B o 1 33 fa-7E) 34 fis—aa) =K1
sy wied waraple
FEEY | mmworiidea)]
= (IR

Aliaryae raee Bl H} [ =] -h.,n:,--h--l :—q m

Bw:‘--ﬂ:ﬁjw d - Em‘ ok -|

& MR & ik 1M, hymph mode; LVEL hosples-
'I—hrq-:l:'—h}!_l. = h

RN A Extracton from FFPE Timues

FFPE tisss wen oldaimed fom the bysterescdomy
specimens, FFPE tasun blocks wem sectinhed ona
standard micntome |Laio-micmaymtens BEM 2145)
tiy genende sicosssive 30 pm sedinms which wems
ewlimied by a pathologist. Regiots of mvasive
can:imomn warn Ermﬂnmd atd marked on each
slids For each sample, maded mglons from twoe
alidies wesrs mioroddisn cled wsing & mew, aterils hlmis
and the dissected towes wan placed mmed iately
into an BNas-fres micowentnfuge tobe
Total ENA was extiaded wsing the miRNeasy
FFPE Kit ((lagm, Courlshoof, Fraswe), acconiing
to the manmufadunr's indrsdions.  Briefly, a
depamffinization solution wes added to the FFPE
samples, The tssses wers then digeated with
and irested with DOiess. After washing,
e BNA, mchading the small miRNA fraction, was
wrhated with 30l distilled water, The oot rafion
a:td quality of the RNA moowmd wem messsmed
the MNadrop 10004  spectophboiometer
{MNenodmp  Teclmologies, wﬂm.l.tghn DE, USAR
The madinn mtio of 2600280 was 1,07 (intenpearik
range [RE L8~1.90 amad the median momscentetion
was 4158 g/pl (I0R: 127 1-568.2).

(Wi i IPATRRESLSEY el im, 331
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Mirmamay Hybridization {GED: GSE7 54460} and Dat
Analysis

T et fhe high comd of an ndbvidoal i ome:, the
27 spacimats of egative LN datis o by 3
in aconmiane: with the criterin In this way
the jmflwsce of individoal amimg the
e weens lmited whils muiotaining o 1xitiem
fir ewplostion of pesihle sististis] wtiom
Mismoarray mlyss was oondiced on 18 distind
spacimens; 9 specimens with tive LM and 9
specimess with megative [N Micmamy bylridization
mwﬁmnhiw]mmmﬁmh
mmpllﬂ.‘lﬂn.dﬂﬂlm‘ﬂhﬂﬂlﬂin,ﬁﬂtﬂh
nl:hﬁmdﬂnm v with Bimema byzer 200,
if ital RMA was hotin laleled then
Biotin HSR RNA kibeling m
ﬂ.l.ﬂ'nkuhldﬂ]:ﬂrﬂﬂj:m.!hm.lﬂﬂﬂmﬂup
wars washed in the Fluidic Stedion FS450 (AT ymeirix)

following = bl and snnmiwed wsing the
GRS MG The s nowsd i voeeres theesn s yed

obtain mw dats (CEL flss] end metrics e Quality
Ennttd_ﬁ.hnpl:ln:um autlier were detraed Specific

mJR.N.Ad..uml Erﬁ!mdmhfl’aﬂuk Flenw!
E[ﬂ:nlﬂLﬂﬁl[ﬂLﬁhmmpn{ddﬂ
oormalized wsing mdsst mul
G s 1.|':|.'I'JI a1 mvmital  Povalue ﬂ.‘i W
congdemd o be differeotially :Jq:mﬂil. Aamnasg
mﬂulhnwl.ugnmﬂjudfimm e it

Validated Targst Gane and Enrichment Analysis

To sadimats the hinlggic offsds of the diffemotially
sxcpreend miRNAs, lists of validated tamget gene
were dleberminesd m:lm:mﬂjr uwﬂﬂ:ln:rL:
inchiding Tadssss and Mirtdess, Gone Ooboligy
160) et et anal was on the lsts
g Camomatix AP (relomae 4 0 Ea st B
hfumicd, l.‘.u-m.nj,rh.

Umﬂw;ﬂm:ﬂlm
|ﬂlﬁiﬂﬂn Cumntitntive RonkTime PCR
{qRT: ]
e mirmgram of tolal ENA wes mesi in all BT
mactions that wers perbomned with the miSciptll BT
Kit, using the 5% miSeript HiSpec Buffer method,
aconmbing to the mamsfactimr's insnscfons § e n)
with a Thermo Hylmid PXE 02 Thermal Cycler
aMA mplum.-.mdd —20°C fir harther uan.

i RMA e i wit smunbymesd nu]-h.umPER
king miSript SYBR Green PCR KR (

to the mamsfwdure’s itnetons wi'ﬂl m
-:H.\d.'l.l.l:l at 960 br 15min, Ellowed by 45
eyeles of 0 20 for 15 &, 55 30 for 30 4 and 7070 for 301
A final melting o amalyds wes perlooned i vy

i i [P aTee 2 i an, 1- 4

mﬂ displicats g o LightCycler 400 Systm
The mmuls am ex d mn (3 vahies and
mormalized oo the ealmalated medinn Ot of asch 16
(A miRMNA primes wen fran

exprenim was oalodid using the o atutive 2
moethod {2240 SKORDAR and RS were both saed
m pndogemens oondmls dor data toroa ledina,

For the meuls fom the gRT-PCR on miRNA
Py on, dats am e B I 4 d
hannd betwesn two groups wane oompatd esing
the Mam-Whinay tesl. P2 0008 was oomiderad
e stmistically sign ificms. Padl Primn wmsion §
was imed for analwis of tsste samples (GmphPad
Software, La Jolla, CA, USAL

Primmei o poment sl n  dimensionality
mi'l.l:HF::l e n 13 Lud.l:gfll'l‘mur transformation

applied on sl miional dots, was vasi
mtbognrize milha 20

Prineipal osm it anmlysis a.tlil l:lI. El-n'l.tl:lg
wrrs cisbom woud 313

mftware, availables online,

Diptimal miRNA Fold-Changs Cuinff Cormlaied with
Final Nudal Stius

W calolete the A value by mines the O value of
et micoFNA by referenoe (endogenms oontrol)
microRANA  The opormalized tamget micooRNA
oxpresaion Level was oaloslated by 2752 W furthber
calelated the fold charsge of sanple of inferest i
o] s fxrn: their o mnlized tor
el ety .
For qualitative amlysis, we mbkulsted opimsal
i:.l!l.nﬂsﬁ'lrnl_h T P, S cooneme it ofers e et ivie:
iotn and final nodal statis. The optimal
h].l'l—r_'lnnﬁz (FE crbod was de termi e d by & minimal
Pyl lgjplnu:h. This mvedwed dichotomizing the
FC Evel imto dummy varmbles with o cutoff eveny
Lol units of s moge of vahies Fisher fpss
comparisg the numbsr of wanan with o withost
LM metasimses fir every dinmy weern U
rzlezletend . The cuinff with the minimal Paahis was
chesem as the optimal cutolf for this variabl,

U lems otherwiss specified, dais were mansged with

o Excel databass sl nmslyzed ming B 313
mftware, available ool

Results
Distinet miRMNA Signobwres of Type 1 EC Primarny
Tumuors with Positive LN

To edtablish o miRNA profils b primeany end onetriod
ade nocadinana EC with positive LN, we performed
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Desiimregpuiaied im jexaRNAS [l g B i ral.NA 5
Téams Fald ofi cxge Pamiue T Falf changs L DT T
i34 50 -502 mMiR-1X85n 2 Qaty
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et intensiiee

hluun the twn i e LN v e
LN) (< 0.05) w@n““"hﬁs mmumtfiywﬂn
wlcane plot mpemsntation (Figue b, then was
mars than a twafold diffrmee in the
mormalized fliorscemses iensty of 12 of tess
mifNAs betwenn the tive LN vs megative LN

e mven miENAs (miR-3de-bSp, miR-375, mik-

. miR-Fe-3p, mil . mil-148a-3p, amd
miR-504-5p) bnd » docremad exprossion snd five

mifMNAs  (miR- -12%5p,  mil-5001-5p, mik-f6d,

mif-4467, and miR-6850-5p) bad an  icresed

axpr=sion in smples from the positive LN grousp
ih from e

ﬁm with smmples nogative gooup

GO farm eorchment sanalysis was then pedonmaed
the Hat of all kevwn validated fix
ehibiting at least o twolold change, with a
signifimot valua (P< L05), inthe BO iinusrs
with poaitive LN. Genes mld to oel] tem sformation,
ganomin ity, oellulr metalnlic procosss,
n&q:h-n invasivensst, neoplatm o] tan dormatio,
growih malighand  meoplasms, oo
Progresion, -.t-l mirrominllitn  inwtability  wems
specifimally sndchesd (Figum 3}
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ths miRNA InL it el @ mwrodald changa, with & @ign ifcant
il gws | P 008], i Ak B s ey T s Wt peesitl ver lymegp b
niide BC, snleorsiria | comewr.

Evaluafion of miRNA Expresion by Eeal-Time
qRT-PCR Analysi

A qRT=PCR nssay wad b to confinn the exjpres-
sion of the miRMAs thet wem selested fom the
ey i iup The expremion levels of Ave miRNAs
wane sign loawesr (miRMA-Fde-5F, 475, -184,
~Me-dp, Ihli HJL.E-F P= 0, (LOG0E, (L, and
0001, espectively) in the BEC primary tumomns with
positive LN oompamd to thoos with nagative LN
Two mifNAs (mik-14Ba-1p, miR-504-5p) and four
mJ.EMhﬁm.Hi‘.!l-Ep. miﬂvm Sp, mJ.H.-ﬂmﬂ atwd
miR-A487) were down-

tHmly, wiﬂ:mﬂpl.ﬁmmdlmu J.nﬂ&uEE
primary tumom with posiive LN oompared with
thaew with nagative LN {Figume 4]

Adber sigemmealus deoomposition of the 10 adgieal
dimsmainns f:l:l:liﬂ.-—ﬂ-ll:r."l-l:. mik-375, miR-18,
mil3dodp, miRadbsp, mikidfedp, mi50850,
iR -5p, iR -AER, and miR-8467), 'Ellil:l']:rhl_‘l-
pal oy ot werire B o b s Pl fweith o
sigemialin > 1) Thes oomposss explheeed 75.72%
of the varanm in the dals (Figume Sak The two
j:l"L'm:I.'FllJ conpimenis explaining e gromieg &h
var i e am preseduted in Table 3. The first
o], acoounticg e 3202% of the vanano,
was dominated ly tumnesup pessor miNAs, spe-
cially of the miR-34 fanily, iochidicg miR-34b-5p,
miR-He-Sp, and mif-34e-3p The seond oompe-
nent, acommting for 24,51 % of the varisnce, wes
dnmimnied by mil-126-5p.

A biplet of the fint and ssoond  comporeots
{thows explaining the geatest varbsoo) i shown
in Figum Sb, demoostmting an oppesition et een

(g PATwELSEr Jand oo, -0

mifENAs that wem defiresd by micoarmy as heing
Ll]:u.'m'l.lln‘l-l. miRMAs fmiR- -1E-Gp, mil-A068, mik-
501-Gp, and wiR-4467) and dmmm

miRNAs  [miB-34c-3p, miB-l4cSp fi,
mik-375, miR-504-5p, mik-184, ll:l:I:l m.‘lRi-lﬂﬂ"‘-F]

In the poaitive LN group.

Correlation betwesn miRMA Expression and Modal
Smtus in EC

Optimal cutels denoting the stmoget aurelaticn
letwesn qusntiative sxpresson of the miRNAs (lat
ware anlectod from the previows step and Aol LN
dntus am summansed in Figum 6 FO putnfl
lerfianendd wwiere (b, 30, 030, DU0BS2, QU L 50, 145, and
1. 75 for miR-A75, miR-104, mil-0de-Gp, miR-3db-fp,
i R-148m-4p, mik-128-5p, and miR-4487, maec
fively. miR-375 and miR-184 had the most sgnifi
want Poyahws: G0N and 000, mapectively. We
i il statis aconding to the cilofs
previcusly determined: wommn with EC and am
mEMNA-ITS FO<= 03 wem moe likely to have
positive LN {n=8; 51.3% ) comparsd with thoe with
an miRNA-375 FO0L00 (a=1; 48%), P=0.001;
wiinets with BC and nn miRMNA <104 FC <2030 wers
more likaly to leve positive LN (a=8; 800%)
m, with iloes with an miRNA -1
FE=030(n=3: 11.5%), P=0_006 [Talle 4).

Discussion

Our msults show that in grads 1-2 sarly-atege EC,
wainien whh LN molastass love differsnd miRNA
E‘Tﬂm compared with thom withowt meestatic

e foiad that fimel LN staties can be
e inly Fl':du:hil ming the miRMNA expmsion
vl

Niial datm in grade 1-2 sarlystage EC &
mumntly a2 majer subjed of debate, Although

bl e e iz no or moommended in
m]ydﬂpﬂﬂgulhpﬂhﬁnndlm&ﬂ
demomimting mo impsct on serdial, thes am
mver] discrepancies about bow o maos umm
with -ﬂww& 1-2 HC in tenns of sungical

saging*! The mapr lmitaton of ]:u:mtl:!:lﬂw
imaging techniques? such s MR amd CTSL‘III.. s
the poor detection noe of LN motastsss ? Moo,
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Détermination de profils d’expression de micro-ARNSs associés a la présence d’emboles

dans le cancer de I’endomeétre de type I

Article 2 (179) :

Micro-RNA signature of lymphovascular space involvement in type 1 endometrial

cancer

Geoffroy Canlorbe, Mathieu Castela, Sofiane Bendifallah, Zhe Wang, Marine Lefevre,
Nathalie Chabbert-Buffet, Selim Aractingi, Emile Darai, Céline Méhats et Marcos

Ballester

L’objectif de ce travail était d’évaluer, au sein du CE de stade précoce de type I de grade 2, si
le profil d’expression de miARNs pouvait étre associé a la présence d’emboles

lymphovasculaires.
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Article 2.

Les profils d’expression de miARNs ont été évalués entre deux groupes de tissus
tumoraux sous paraffine de CE de stade précoce de type I de grade 2: un groupe avec
présence d’emboles (n=12) et un groupe sans emboles (n=12), appariés selon ’envahissement
myométrial et le statut ganglionnaire.

Résultats : L’analyse aprés hybridation sur puce Affymetrix a montré que le niveau
d’expression de 18/2560 miARNS matures variait au moins d’un facteur 1,5 entre les
groupes (avec et sans emboles lymphovasculaires). Une analyse d’enrichissement a montré
que les ARNm cibles des miARNSs étaient associés aux voies de signalisation impliquées dans
les processus néoplasiques et métastatiques notamment. Ces données ont été validées par une
analyse avec RT-qPCR : les niveaux d’expression de trois miARNs (miARN-34c-5p, -23b-
Sp, et -23c) étaient significativement plus faibles dans les tissus tumoraux avec emboles que
dans ceux sans emboles. Les patientes avec seuil d’expression du miARN 34c-5p < 0,15
avaient un risque significativement plus élevé d’avoir des emboles (92,3%) que les patientes
avec un seuil d’expression de miARN 34c¢-5p >0,15 (0,0%), p<0,001. Les patientes avec
seuil d’expression du miARN 23b-5p < 0,51 avaient un risque significativement plus élevé
d’avoir des emboles (90,0%) que les patientes avec un seuil d’expression de miARN 23b-5p
>0,51 (21,4%), p=0,003.

Conclusion : 1l s’agit de la premiere étude évaluant I’expression relative de miARNs
au sein de tissus tumoraux de CE de stade précoce de grade 2 selon le statut des emboles
lymphovasculaires. Ces profils d’expression de micro ARNs fournissent les bases a de
nouvelles études sur la fonction des miARNs dans le CE et pourraient constituer un nouvel
outil au diagnostic des emboles.
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Micro-RMNA signature of lymphovascular
space involvement in type 1 endometrial cancer
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Bummary. Objective. Lymphovascolar space
invalvement { LVS ) 15 2 major progaoatie: facion in type
1 endometrial cancer (BC) However, its use has been
criticized because of pood subjectivity, MicroBENA
dlgnaiures have recently been lnked i %C pathologi
characienstics, The aim of tis sudy was B evalusie
whether microRNA profiles of type 1 EC can be nelaned
i LVE] stmms and used 55 8 tood Do adapt therapy.

Biudy Dresign. MicroRNA expression was sttesged
by chip snalysiz snd gRT-PCR in 12 formalin-fized
rﬂfﬁn—-mtsidul grade 2 BC specimens with posilive

WSl and in 12 specimens with negative LVEL Varous
astidical mnalyses, inchiding entichiment 2nalys sl 2
minunwn p-valie approsch, wene parfonmed.

Resalis, The expression levels of miomBNAs 3de-
Sp, -23b-5p, and 3¢ were significandy lower in the B
with positive LV Sl compared 1o those with tive
LWVSL Women with 2 memBMA-34e-5p ﬁﬂdumn,ge
<115 were more llely to have positive LVS! stsms
E:ZM: companed with tose with 3 microRMA-34c-5p

ld change =015 (L), p<(001, Funhemore,
wirmen wilth 3 microRMN A-23b-5p fold change <0051
wene more Hiely i hmg‘n&ju LW sisms Qﬂ&'}&
companed with those with 8 microBRNA-23b-5p fol
change 0051 {21 4%, p=0003,

Cone lpsion. This was the frg swdy o myvestipe
the relsiive expression of microRMNA npype 1 BC
acconding to LVEL stams. This microBRMNA expression

profile may provide a basis for further study of the
micpBMA function in BC, and be pted s a diagnosie
ol for LVSE smius,

Key words: Endometrial cancer, Dymphovasoulsr apace
involveneil, MicoRNA, MicoRNA-3e, MicoRNA-
3

Cfgrint raguasis 10: Dr. Gacfroy Canlorbe, MO, Service da
EynécologienObakseriges, Hopital Tenon, 4 ms oo & Chine, TS020

Faris, Franoe. omall: gy op camioeba Biapig. &
DR 0 14ET0R 11 E

Initrodhuction

Endomerial cancer (BC) 8 clamaified inky rwo main
¢l opathodoga: types: pype 1, the much mone commaen
endometriod sdenocancingma (B9 and type 2
which comprisges non-endometriodd subdypes sach as
serpus, clesr cell and undifferentisied carcinemas, as
well & carcinsarepma {10-200%) (Moroe e al, X5,
Colomba et al., 2006)., Currently, the surgical
management of iype 1 BECs depends on prognostic
factoes such = hiswlogic grade, myomelrial
invodvement, and lymphovascoular space involvement
{ LVST) atatus.

these facwas. LVE] & consldered & & major
determinant of recorrence snd overall survival
{Bendifallah & al.. 2014). The Buwropean Society of
Medical Oncaol {ESMO ¢ European Society of
Gynasecological (ESC0) | Brropesn Soclety
for Babiotherapy & Oneology (ESTROY jolnt commines
recently ne ived the sdverse promostic mole of LYSI
in iype 1 ;:E 2 BC by :Lgﬂnn'?; new sabdivision of
the intermediate risk group for recurrence o goide
thersgm: 1 type 1, 2 B s with positive LT
m”m!ﬁew dé‘%ﬂﬁuu high .Wmm'n
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riak for recumence, regardies of depth of myomeiral
mvasion (Colombo el al | A16). However, ithe use of
WS a3 a prognoatic crierion has been oriticzed for s
aibjectivity, poor reproduciblity (Song et al | 2002) and
15 reapomiible for disorepancies beiwesn preoperaine
mivd aciual risk-group determination baszed on final
hisilogy, Thes dscrepancies are a major soure of
e curale of fnadequate mital sirgical s1aping expoaing
wionen 1o the fdsk of additonal suwrgery o dnneosary
sdjuvani thesgres, Thus, sddinomal oals e needed o
betier stsess LVEE stmos and thereby dendifly women
with e Id 3k dhinease,

MicoENAs (miBENAs) are noncoding, -22
nuc leotide-long RN AL ihal regulaie o &
the level (Ciuo et al., 20000, Re
ﬂWﬁmﬂ% hein linded 1o hjruliw
claracieristcs and prognosis of BC (Canlorbe e al.,
2 6. However, there ame no dats alwan 1Sl cistus-
sasociabed miRMNA regulation in BC.

The aim of s stody was o evaloate whether
miBMN A poliles of presiumed early-stage type | prade 2
endometriodd sdenos acinemas can be relaed o LVS]
g and osed a5 2 ool 0 sdapt surpical sdaging and
sl v itherapy.

Materials and methods

Many of e methods nelsied o owr pabent oshiri,
mikN A exwradion, microarray hybridizaiion and
analyais gHT-PCR, and minimal p-valoe sproach hawe
been previsualy publiched (Canlorbe et sl 2006),

Experimenial design

Approval Tor the present study was obisined from
the Iocsl Madical Bhics Commines | CPP Le-de-France
W e-d-15) and all the woimmen had given informed written
conseni allowing their dals of tssoe o be used for
mexlical research

The & ental de fox filing & i
miRN A :mﬂ iax L‘Jﬂsldgnm Fm“um mads
2 formalin-fixed and paraffln-embedded {FFPE) primary
EC mmor apecimens & shown in Fig. 1. Tweniy-{our
winnen with pretnmed e ly-stage Ol ey rEli e
imagery {Le. women with a primary umor confimed o
the corpus wieri) whe underwent primary surgical
resiment {incloding imal hysierectomy, bilateral
salpdngo-aophorectomy and sysemate nodal staging)
between January 2003 and December 20112 in Tenon
University Hospital-APHP werne ensollad in the audy,
Twelve of these women had positive LV 5] s1atus
mﬂ]ve IVEL) o final analysds and met the ﬁmﬂumd.g

o criteris: endomerripid adenocancdnoms, gra
2, angd FIGO {Intemational Federation of Gynecplogy
and Obstetnca) stage | {regandless of nodal siams
i final analyss). The remaining 12 wirinen,
with negaiive [NVS] aamis (negative LS, mei the same
meluson oritens and wene osed a5 ool sobyects. One-
tegne matching was parfommed acoording o nodal

invalvement crtena. The exclusion efiteria werne as
fol lopars: preyicas malignancies hatory of chemotherapy
or raditherapy, inflammatery diseaze, or Lynch
ayndrame,

The climncsl and pathokigle vadsbles of the women
were extracied from mainiained EC databazes,
Epdemiokrgie amd hssndogie chamslarmations hetween
wiomen with negailve or poditive LYS] staius are

repreenied in Table 1.
Histplogic characteristics

All poswperstive pathologic analysss were
performed by a dedicated gynecologic oncology
prathay and reviewed blmd by a second (gl
[ the presence/shsence of TVSI, ErTa
prade 2 is defined by &% 0 500 of solid nonsdquamoms.,
nonmogular paiern, The presence of grade 3 nucled
invalving more than 50% of the numor increases the
grade by one (Rurman, 20043, Therefone | histologic
grade | defined by 5% or less of a s.d::in}:u:mml
mum | ar pabiem bui with more than S00% of
grade 3 1 15 opnsddered prade 2 BC. A tinmor 15
comsidensd LYSI poaiiive when mmaor embal ane found
within 2 T‘E clearly lined by endothelial cells on
hematoxylm amnd eosin (HEER dained tections (st &
al  2005).

ANA exfraction from FFPE Kssues, microarray fyb-
dization ([BEQ: GSETSI68) and dats analyse

m BN A snalyds acopnding o VS sisus was done
in poat-operaiive specimen. FEPE tismues wene abained
Trom the ey e nec imens, Brefly, as Lot
repmmdﬁﬂ;.rm n:?:tﬁ af puhnlu;ju ﬁuﬂ:me
regions of invasnive carcingma wene micndisseced,
Toral BNA was extracied psing the miRMemy FFPE Kit
{{Hagen, Cournaboeul, France), according 1o the
manufsctines s inamclions,

Micmarray analysis was conducted on 12 distner
samples: six samples with positive LY S (three
indivichial specinens with modal iovolvement and thies
Eiumll. of three different specimens without siddal

vl verne ) and % smmples with negative LYS1 {thaes
individial sgeectmens with nodal imvelwement and ihres

o ls of three different specimens without nodal

nvolvemeni), Mln'umy hybridization on miRNA 4.0
chips {Affymerrdx) wa conducied at the genomic
platform of the Insting Cochin, Paris. Specific miRNA
analviis was performed using Parek® Flow™ software,
verson 300 (Partek Ine . S5t Louls MO, USAS, CEL files
wene imparied and nonnalwed Robuer Mulii-amay
Averaging { RMA) (Inzarry ef al,, 2008),

Crenes with a nomminal p-vahee=tk (05 wene consadensd
i ke differentially expressed, Among these, penes
showing 5 varision of 1.5 were relained for forther
analyis.

Ty estimate the hodoegic effecs of the diffeventially
expresad mil MAs, liam of 3050 vabdsied targed genes
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Inclusion crileria Euclusion criteria
+  Primary sumgical ireatment for EC with olal +  Proviops makgnancies
hystsrachanTy and systamatic readal sieging = Hislory af chemoiheragy
+  Endomalricld adanocarcinoma EC »  Hisloey af radiolherapy
» Grade 2 EC = Lynch syndmma
«  FHEO elage |A - B [reqartiens of noded stgbis)  +  Infsmmuatory dissase
FFPE EC primary lumoe MicroRHA screening phase
with positien LVE stahes Matpdal: hybridization on miRMA 4.0 chips
n=t2 [ Aftyrratris)
Sampias s samples with positive LVSI [Mies
g ndividual specimens with nodal invoivement and

fhres poois al Sres difaent specmens wilbaul
nodal mvclvement] vs six sampoles with negative
LVEl ithres  individiaal specimans . with  nodal
mvdvement arnd ihiea poots of thres diforant
snesmens withoul nodal |I'I'|'|:||'|'\'E'|'I'E'r'ﬂ:l.

Matching criteriad:1 | | Shatistical snalysis: micraray analyss (pvaie 5
+ Modal invaleaman 0.0% and varliaticn > 1.5];Inrnru:l1rnnrl analysis Fig. 1 Flowshart daacribing e
'L Rt ain of Groapd S B
i pear il dsige,. EIC,
araimonal candge; FFPE:
Analysis of 12 candidate microRNAS el o e a2
Mesgrial; RT-gPCH ambetiad; F G0, Sa ralional
¥ Spmples: 12 [FFPE EC primary fumor weih | Pedealos ﬁg{ﬂwﬂ
positive LVGI stalus) va, 12 (FFPE EG primary
FFFE EC primary tumar tumor wilh negative LS status) Pt T tine
weith “m‘l;ﬁl Blatus Slagistical analysis Mann-Wilkney test minimal p- | rameipton. gRCR.
L walug approgch; Fishar test yaarbiba i g ol i
= PO i i Pl
Tiake 1. Epsisarmind cad e dnai b Ghodoa3ie: ol it A0S bachiasdece’s WA Hales AT Madadiall e o P v E VS ataion
B FFPE peimary tomay Bagaris LV S slats i3 ECFFPE pmary tumey Posiles LS sls ned 2 Pl
Bgye fpnars)). medias [CF]) B R T B8 (B5.TE) 0LES
Hiypsaraen o, i 6 4 ERE) 4 R ) 1
Déabaiast m 5] 2 HETw) 0 o) e
Parity, nakan H0F) 2 1 02 B E]
B, meean ICF) D55 G TSR S0E P IATE) 067
<30, A 7 o) & B0 ) 1
30, m ) 3 30 2 20 )
Fea0 Stage. ni%)

[ BT 5 1T oL

= 4 R 7 (SR
il graa ]

Grmsed 12 {100 12 {100 1
Tusmew iz jmm), maian (0R) 40 {3445 5 @S0 o
BAClad v Sk )

Yis 3 ) 3 5 1

L] @ (=) ¥ [T=)

Times Bobwisda & of gary aid
nampo anaiysls rortha)l madan POF) B0 {1058 o7 (1560 0.0

EC. ercomatial cances; FEPE, fommadin lamd parafin-ambodoas; LVEE, Ipnphoy ascdar spaos |mickament; DR, intemariio rangs; M, body mass

inadkaoi; FRE0), lmbarnaloral Fadoration of @ ynabar ciongy el Db bariog.
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were delermined using currently avallable databases,
including Tarbase™ and Miiarbase® Gene Ontalogy
(G0 entchment analyss was performed on the Lsis
using %-mwuu.h GePS (releme 24,0, Genomatix BH.

ofi T-PCR valdation

KT resciions were performed with the miSeripi™1
BT Kii, using 1 ug of sl BN A according 1o the
manulaciorer's insiroctions (Qiagen, Counaboeuf,
France). mikNA expreision was snalyzed by neslime
PCR using miScrp SYBR® Green PCR Kit (Qagen,
Couraboeuf, France) accarding 1o ihe manufaciires's
instructions, miRMA primers were from (Hagen
{Courtaboeul, France), Rthdumjﬁun was
caleulsted usdng the comparative Ot (2-AAlh).
Baodh SHNORDST and RNUS wene wed a3 endogenoas
comibnils fior data nommalizaton.

For the resulis from the g RT=-PCR on miRM A
exjresadon daty sre expreited s omeams 2 SEM. Means
between two wete companed ueing the Mann
Whitney est, pblf was idemedl 1o be simtisncally
significant. CraphPad Prizam version 5 was usad for
ﬁ%{;:fdsm sangrles (GraphPsd Softwane, La lolla,

A I

Table 3 List o thes cownrogesabod |bid-changa <1.5, paale 005
anal upraguiatod {A0d-changs =15 paalug <005 MR bobvean
po i EVEH clain va. egaivg LVS staes FRPE aarly SLage graks &
EC primary Lanos padiman

Paro Foid Changs PO alss
Dok mic odihlis

miR-E4eEn TA4 oiorig
miREsTad3p SZAT 000
MRS A 002
R E0E0 AES w8 irg
R3S AT4 0LC3E
mifase AT oo
mR4I A EG Q00s
miR-EE0 5 AES =T 1
miR-Z1ET5p AT [=NecTS
RS A 5 =Nt
miR-S1885p AES =T o)
miR-E0E 5 A 55 00esd
mER-ATE Ep AES =N
Lipragasdiaad miceRiAs

mRETS 230 0o
R TS 188 000
R ETER-5p 168 =N
mifRSEa 64 QuoET
mHRT-1-3p 64 [sher 2

LVEL Iyrphcvasoddar Spaos invdvenont; BT, endomalrial camoes;

FAPE, ol S nod

[rommamars o § § o gl i
o e g B

oo P sl o oW nom

R e R EG V) g PPPE g o

el

Fig. 2 Volcany piol Abscfasa & P bganSeic vaius of B ol of
warlafion LogRafo) and ordinabs s e regaiie logasihm of tha
Staffca valios {409 (T o Dureetencs infaralias of P Rybdded

o el Bar o Peagsalivg LV abaiey sampio. Thome was s
than a 1.540k changa in Aomalized lucescencs intensity of 18
iR, il tlancic) Detwesdn B poolive LVE] satis v nagatie
LVE sals {p=0L05): 13 decreanad i nbansity jon tha lal) asd
5 Increaded in infanaity jom e Aght]. EC, endomatria cascer; FFE.
formalive Sucd parafinee mbod ded; LVEL Iymphovascular gpaca
i oDl TR

Infammasicn

e R ptestc metastasis

Mullicallular oigaramall piods

P-unlug (-ing10}

Cell differentiation

EpEhakum ik I
10 Mﬂlﬂ
Stromal cells o —

Fig. 3 Enicvmon analyin Sans oaldogy and dvnom analjus was
BoFS rdems 240 Gonomaty BH, M)
Lsing B ek of al lroswn v aliascd Ergeés iy tha miFbiss satbilng an

st &1 5ok change, wil signiicant vl | pe OS], in B sady stags
grad 2EC primany kemars wit poalive LVE1 stabs.
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Cptima miRidA id-change cuf-offs corelaied with L VS
stafis

For qualitstive analysis, we caleulsed opiimal oui-
offa for each miBMA 10 comelale semi-guantitsive
expresinn and LVE]L stame, The opiinmal fold-chanee
cui-ofl’ was determined by & minimimn p-value approach.

S atistical anay s

Unless pdherwise specified, dets wene managed with
am Bxcel datshose and snalysed oadng B 313 sofiwane,
avallable onliie,

Regulls

Digtinet mifiA sigmatres of grade 2 EC primary fumirs
with poative L VS sfalus

We focosed oor stody on the 2560 probez
comaEining sequences for manre mikNAs. Among them,
93 had conssent nmmalized MNuorescent intens ities
between the two groups {positive LVS[ va, negstive
LWEL) {p=ih (650, As illustrsted by the wolcano plo

seation (Fig. 2, thene was more than a 1 5-fold
nge sgignilicant difference in the normalized
fugaescence. miensity of 18 of hese mitNAs beween
the ve and the negative LVS1 %n : 13 miRMNAs
{mik-34c-5p, mik 651123, mk vajp, i R- AR
mik-2b-5p, mik-23c, miR-4274 miR -660-5p, miR-
3ET-5p, mik-313], miR-5189-5p, miR-502-5p, and
miR-4731-5p) had a decressed expression and five
miRM As {miR-575, miR-T475, mi R-6760-5p. mik-
3681a, and miR-7-1-3p) had an incressed exprsssion in
samples from the positive LV Sl group compared io
samphes froan e negative gooup (Table 25,

O e endchmeni analysis was then perfommed
using the list of all known validated targeis for the
mikM4s exhibiting ar least a 1.5-fold change, with
significant value 055, in the BEC primary tbnons
with poshiive LVSL Oenes inwlved in the neoplasiic
jroces, eoplastic meladais, vasculaiune develorment,
=il nepl et were specifically enrched (Fig. 3).

Ewduation of mifiNA expression by real ime gF T PCR
analysis

A gET PCR azsay was wied 1o confimm ihe
expreaion of the miENAs that had been seleced from
III.E evipus step, The expression levels of three

As were iﬁﬂﬁcuumw {mi B-34e-5p, miR-
13&-5p and miE-23e peaib 0000 , 00006, and 0046,
respectively) in the BC primary tomors with positive
LYE] compared 10 thse with ne e LVEL mikt -6
was downregulsted, with no significant difference

{p=thif) , in the BC primary twmoss with positive LS
comnpared b0 those with negative LVE] (Fig. 4),

Corralation betwesen mif A expression and | VS siaius
grade 2 EC

Optimal cul-0ffs denoding the strongest comelation
betwesn quantitiive expresion of the mikMAs thal kad
been selected from the previous $lep and LVS] gams ane
aummanizad in Fig, 3, The fold-change cut-offs defined
wene 0U10. 051, 1.1, and 1.2 for miR-34c-5p, mik-23h
Sp, miB-e, and miR-660, respectively, mik-3de-5p
and miR-23b-5p had the most significant p-values:
<fh (1 and 0003, respactively. We compared Ly 51
aisiug accoading 1o the cw-offs previoasly determined:
women with grade 2 BEC and a miRN A-34e-5p fnld-
change <ib. 15 were mone lHkely o have tve LVSI
siaus (n=12; %2 %) compared with these with an
mikNA-3de-5p fold-change =0.15 {n=i; 0L0%),

(HH; woamen. wdih grade 2 BT and an miRNA-23b

p fold-changpe<0.51 were mone likely i have positive
LYS1 stsius =% 90 FE) compansd with those with a
miRNA 23b-5p fold-change =051 {a=3; 21 4%,
p={LOCE { Table 3),

Dizciission

Chur reqults show that i endometrion] sade 2 BC,
wipmen with positive LVS sias lave different mit HA
profiles from those with negsiive LVST status. Moseover,
we found that final LY5] status can be accurately
asteused using mik NA expression levels

Tabe 3 Opfimal foic chargs ouf-cih Sonoing Fa STorgE Comalafon bobws micn ARG aipmason and LVS sl n aaly Sl00 gade 2 EC

FFPE primiry Lamor spadmand.

ECFFFE primary Lmo B L VS 1saxabat ECFFE pimasy Leor Foalla LVE das b= pudus
miAddesp  FCAS 17T 12{98.5 %) £L.00
Foe0S 117100 ) )
mREhE  Fhe0E 1105 850 %) .00
FCm 5 11{7RE %) A%
iR FCe 1 TIEE %) 12 {Em o) 0057
P 1 5{ 100 %) G
iR E50 Foet s B{EEw) 12 {EETH) oo
Froi BT W) o)

EC, aneomarial carmar: FRFE. formaline S ud s Sin-am barked, LV EL by PRfomari] ar i i d e, F, Mdddhanga
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The crncial idsue in managing patienis with BEC 12 10
deennine e Ak group of recumence on preopersiive
] angl MR Tinctings 1o the 1 strakegy.
% atidies umﬂm “;ﬁ; uﬁl.ng'w
between pre- snd posioperative grade malnly for grade 1
EC and that LYSI statos is very rarely assessed on
bopsy (Frumovitz ei al., 2004), This Iz of major
mportance =5 the presence of LVAL {5 considensd the
firal swep in metssisic spesd and 15 a predicior of nidal
nvolvement, recumence e snd overall survival { Brist
etal,, 2008 Quninpalli et ., 20012), especially for early-
1 BC {{¥F'Brien e al . AWK, Acconding i gur
ﬁmu 13 miRMAL were downnegulsted and fivwe
gz gl sted mone than 1 5-fold between the positive and
the negative LVE] proups. Alwo, ar.:.:w:ﬂan the
enfichment analyss, valdsed wrget genes for thess
differentially expressed miBMAs were almost
exclusively invalved in cearcinegenic pathways,
mderlinng the srength of oor analysis, O nesulis s
in agreenent with those of previens godes dwowmyg that
miEMAs can scl &% Umor SUppressNs OF GROKEEnSs in
vargus cancers | Farazd er al, 200 3) incloding BEC

il

{Kontomanalis and Keukouwrakia, 2015; Sianoa et al |
20415). Furthermore, recent evidence indicates that
severdl miEM Az, including miR-34, regulaie ihe
metaiEtc process hoough the expretsion of epathelial o
mesanchymal iransition (EMT) - ransarprion {aciors
{TFijs or EMT-activati uiﬂﬂ:]lingﬁﬁ};hm ]
{SHAILIENAILY, basic ~lpp-helin | 5 -
E2-2, TWISTU/TWISTZ, and ZEB (ZER1/ZEB2)
fan L ) {Diae-Lapez et al . 2014) that 2 & E-cadherin
represanns (Pelnado e al . 2007 and, uldmaely, enbancs
cell migration and invasivensss in varloos cancers
including BC { Montsemat et al., 2012).

Afer validation by qRT-PCR of the miBNAs we
foumd that mik-34e-5p, miR-23b-5p, and mik-23¢
210 & b ticulady relevant m
L".-’E?Him. mﬂin:r;jd Bias been ﬁmﬂ%
key role as 3 lunke suppreisor (Agostind and Kndghi,
214 Tris & direct of the tumor eSO
153 and scis on wmu'gﬂ' and cell :;JTFWE?E
repretslon of many prodens involved in the regaolston of
these two blologic processss. This 15 Lodally in agreement
with the recent mlecular clasification of BC which
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comaders the pi3 malsion 1o be an socorsle progoseie
marker in BC {Morice el al., 20015). In panicalsr, the
mikt-34 family members bind 1o the 3-UTRz of imﬂ
auch as COEA and COES {cell eycle proteins), Bel-2 {an
apogrlois regolatod), SNAIL (gjrimelnl meeachymal
wransition) and CTM4 {migration and metastasga), thos
nepressing thelr expression (Agosting and Banaght, 20014},
il R-34¢ regulates the blood twmor bamier permesaldliy
via myc-amaacised Eine-finger 1 (M AZ) -medisted
expression change: of monnla-eocluden-1 (E0-17,
aecludin, and elsidin-S (Pheo o al,, 20155 . Yei linlk
redesrch has been conducied in BEC, spant from & recent
sy by Canlorbe et al. (2016) who showed the the
downregulation of mil 3de-3p was ssaocisted with
nodal involvement in early-siage gradel-2 BEC.
Funthemnore, a fioetods ] sudy by Liet al. demostrated
that mik-34c acts & 8 wmor suppressor in HEC-1-B
cells (L1 et al.. 200 5).

Acoording & & receni review by Donsdelli & al.,
mik-23h is dysregulated in tumors comparad with
mipriiel tsspes (Donadelli et al., 2014), Funbiermore, the
suthoss repon that miB-23b & ized in the miRMNA
afgnainne of varlons mmors including endometrial
came ngsaregmmn {(Castilla ed sl 2001, wedne dacoms

and mixed e thelial-mezenchymal merine (umors
{ Kowalewska et al. . 2013), Pellegring et al. demons-
irsted that miR-23b was fnvalved in eyloskeleisl
remadelling throngh the enhancement of cell-cell
interae tons, reduction of cell motility and nvasion
dinHng caneet saion {Pellegring etal. 2003),
Fuuhnigumwu. :l:'z.ﬁtjb ha{baelﬁkmm g & ﬂjl
suppresaor of EMT by targeting HMOAZ (Liu et al.,
2016, snadl and zebl wanseription factoms |

Vigur et al.. 2005), ATGI2 {Wang et al., 2013), 1
(Mafid e 2l 2013) and Ak (Mapd e 2], 2012, Onee
apgain, there has been linle reearch condocied in B,
aparn froem 8 audy by Castilla of al. who analyred the
mi RN A & pnatures assocsed with EMT in human
carcingsarcomas (Castilla et al., 2011, They
demonawrated that a loss of epathelial characenaies,
ineluding cadhedn switching snd the sequishion of a
mesemchymal . Wik seoum panied

in dhe nﬁ?RNh fﬂ“]“m prrolile aned uﬁ:wgumdi'mtﬁ
all the E-cadherin repressors analyzed. In panicular,
i B=-230 weas downnepulated mnothe o nclymal part of
the endometrial carcinosancomas | Castllla en sl 3041),
Finally, the expression of miE-29h has been smdied in
cervical cancer cell hnes by Campos-Yigun et al. who
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reporied that this microRMNA may influence the
of uPa, e-Met and Zebl {(Campor-Yigod et
al A&y

Pathglogic toods have bemn developed o evaluai
LVSI s1ane in B, Rang et al. analyzed e exprsshon

of the sedrogen feos ER). peremeiterone rece
(PR, and hﬁ:nn Eﬁdﬁ:n:il g'na'mnh facton tu*q:l.ﬂ
{HER2) in 184 Wonnen with end omerd pid BC and
reporied thar the iriple negaiive phenoiype was
sdnciated with positve VS (Jiang er al., 2012 ).
Moreqgver, Tormdca el al. dhowed that a loss of both BR
and PR in BEC cell nocled was comelaed with positive
IWEL {Tomica e al., 2004). Tumaor Neorosis Factor
alpla-Induced Prodein § J{Liu et al  2014),
%durua.b ackl Hﬂwh 1 {HABP1) (flaoeial.,
15a by HAAA+ (& 4 asspeisfed with vardoos
cellular sctivities) mclesr opregolaior cancer-associated
AMOCA) in ex in BC las been forand o be
{m]ﬂ&mﬂm {p=00.011}. Furthemore,
pJn!dy. S-phase fraction (Song et al,, 20132), p53
expressen (ananafsodin e al., 2005, CRP 183460-T
neflc sam et al., 201 5) oomre lite with
ﬁmdvepﬁd&?ﬁm Rﬂ . &n ineneasad nfilraton
of CEIaa{+) imuu*—mud macnpha ges (Kilbler of
al XK14) and the CDE and T cell counts, alory
T ) oount, and Treg/CDE and TregdCTM miios
wene #ignificantly higher in BC patents with positive
[3/51 than in those with negative LVSI {‘fl:ulﬁa.nﬁ,
211), Despite potential relevance, sll thess Ve
were prrfonmed on werine specimens and nead 1o be
va hidated on e ek, An answer coukd he
prowided by the onpring P Doy [Pl b Prrovgrenctive
ENDmerial cancinorm) audy which aims b0 define the
af homakers in BC (Vissr &t
c lﬂ]ﬁdﬂupmﬂjﬂ relevance, all these
analyses were performed on ulerine specimens and need
i be validated on I::u'?nmﬂue smmples. An aliermative
azsegament of LVE] staius could be provided
preoperatively by iransvaginal colour Doppler
wlirasound | Alcizar e &l 2002), 18F-FIO PETICT
{Biapima et al, 2005) or MR Indeed. various sdies
have demonstrsted that periunosal enhancement | Fugii
el oal., 20M5), SUVmax {Lee et al., 2011), a wnor
volume raliy greser than o edqual mﬂi(ﬁmﬂa
al., 2005 ) are correlaled with LY 51, Hawever, an
external vahdaton of these data is wed due o the
nak of mirs- and nter-oherver vanshdity. Forhenmone,
ol of thee resulis are froon indiddoal anslysis and
Turther studies are nesded 1o confirm thelr clinical value.
Lome limitations of the saady should be underlined
Firat, the retroapaciive nammre of the sody cannod
exclode all biss. Second, :{:‘:.rml':nj invialvement, an
indde pendent pradicios of LVSI stats, was it sircly
identical beiwesn LVS-posdtive and negsiive grade 2
BC proaps. Alse, we canndt distinguish cases with
aperficial and oanetrial invasion that suy ks
W i amslyes ﬂ"ﬁ“’ﬁ 1o provide a ﬁqmm'gum,
this analysis should be validated on preoperative
amples. Unfomunaely, ametsing mikl NA expresdion in

preoperative Moy samples mighi be difficolt due o the
contamination of normal endometrial or ey cmeinal

tissne, A helerogenie sample, with distimel muBEN A&
profiles could lead 1o 8 wrong analysis, Two meoent
suuiu Imle demonsiraied that cinoulating miBNAs have

d.l:lgmad endomemiond BT (Tores

el . The miENA bed in
ETH H.I.td.jl m:y e punpnr:h vely assesead in hlood
samples of women with t 1 lEﬂanimi
mﬁﬂ.; a mowvel, nm—mutyl.irft bﬁ:ﬁ 1 the mgh
Further study shoukd validate unnm-ul,lige meries of
patienis the diagnosis performance of candidaie miRMNAs
proposed.

Cmelision

In epane lnsioen, this i the fist sy nvestigating e

relstive expression of mature miBEMA genes in type 1

de 2 BC primary ihnors acoending ke the LVST stane.

15 miRMNA expresion profile may provide a basis for

further sody of the miRMNA function in endometriond

adempearcinoma, and be used = & diagnostic wool for
LYSI stsmis.
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V - Synthese des résultats et Discussion

Les résultats des études déja publiées sur les miARNs impliqués dans la carcinogenese
endométriale sont issues de populations essentiellement hétérogenes, regroupant plusieurs
types histologiques, avec des résultats parfois contradictoires montrant a quel point ce
processus est complexe et diversifié. Les CE regroupent des formes variées sur le plan
histologique (endométrioide, séreux, cellules claires) avec des voies moléculaires de
carcinogénese différentes. Comme pour d’autres cancers, croissance tumorale et progression
sont conditionnées par les altérations des oncogenes et des genes suppresseurs de tumeurs qui
surviennent dans ce processus multi-étapes et induisent un déséquilibre entre prolifération et
apoptose. Nous avons exploré une partie des aspects de la carcinogenese endométriale des
types I histologiques supposés de bon pronostic en évaluant les profils d’expression de
miARNs en fonction de deux facteurs pronostics majeurs : le statut ganglionnaire et la
présence d’emboles lymphovasculaires. Nous avons également cherché a déterminer des
seuils d’expression de ces miARNS qui pourraient servir d’aide au diagnostic et a la prise en
charge thérapeutique. En effet, 'une des difficultés cruciales dans la prise en charge des
patientes présentant un CE est que la stadification chirurgicale, notamment I’indication de
lymphadénectomie, dépend de plusieurs informations préopératoires : [’estimation de
I’invasion myométriale et de 1’envahissement ganglionnaire a 1I’IRM, le grade et le type
histologiques définis sur la biopsie endométriale et la présence d’emboles lymphovasculaires
tres souvent sous-estimée en pré opératoire. Or la pertinence de I'IRM n’est pas optimale que
ce soit pour I’évaluation du statut ganglionnaire directement ou bien de 1’envahissement
myométrial (180). En effet, pour le stade IA présumé en IRM, le diagnostic histologique est
en accord dans 73 % des cas, et un stade IB ou II sont observés dans respectivement 19,2 et
7,8 % des cas. Pour le stade IB présumé en IRM, le diagnostic histologique est en accord dans
74 % des cas, mais un stade IA est retrouvé dans 18,5% des cas, un stade II dans 3,7 % des
cas et un stade IIIA (atteinte de la séreuse utérine) dans 3,7 % des cas. La détermination
anatomopathologique pré opératoire du type et du grade histologiques présente également une
discordance avec 1’analyse anatomopathologique définitive évaluée entre 27% et 30% selon
les études (181-183). L’examen histologique en extemporané a été proposé par certaines
équipes pour rattraper I’imprécision de I’IRM préopératoire, mais Frumovitz et coll (182) ont
souligné la persistance de discordances atteignant 27 % des cas entre 1’évaluation
préopératoire, tant concernant I’histologie (type histologique et grade) que I’infiltration

myométriale appréciée par I'IRM et les données de I’examen histologique en extemporané et
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en histologie définitive. Le statut des emboles est également a ’origine de discordances
majeures entre le diagnostic pré opératoire et le statut définitif. A ce jour, plusieurs auteurs
ont corrélé le statut des emboles aux données de I’imagerie (IRM et TEP-TDM) (9,190-197)
mais toutes ces données doivent étre confirmées par des études ultérieures portant sur des
effectifs plus importants.

Les études ayant traité de la relation entre miARN et facteurs pronostiques dans le CE
ne se focalisaient pas spécifiquement sur les bas et moyen risque ESMO et ne tentaient pas
d’apporter une réponse a une problématique clinique donnée. Les études ayant abordé la
corrélation entre 1’expression des miARNs et le statut ganglionnaire dans le CE (tableau 7
(10, 11, 80, 86, 129, 132, 133, 137, 143, 144, 148)) étaient souvent hétérogenes, comportant
I’association de plusieurs types histologiques et grades, avec des données issues d’analyses
secondaires. Une seule étude a étudi¢ la corrélation entre 1’expression des miARNs et les
emboles dans le CE en montrant que 1’expression des miR-10b*, miR-29b, et miR-455-5p
étaient significativement plus basse (p = 0,048, p = 0,013, et p = 0,032, respectivement) dans
les échantillons avec emboles (137). Cependant, cette étude considérait uniquement des types
histologiques séreux déja considérés comme a haut risque quel que soit le statut des emboles
et donc pour lesquels la stadification chirurgicale est déja bien établie. Selon nos analyses au
sein de cancers de I’endometre de types histologiques I de grade 1 ou 2, les miR-23b-5p, -23c,
-34c¢-5p, -34c-3p, -34b-5p, -184, et -375 ont des profils d’expression diminués en cas de statut
ganglionnaire positif et/ou d’emboles positifs. Parmi ces miARNs, une diminution du miR-
34c-5p est associée a la fois au statut ganglionnaire positif et a la présence d’emboles
lymphovasculaires. Ce résultat est novateur dans le CE et n’avait été rapporté qu’une fois
dans la littérature par Hiroki et al. en 2010 (137) : I’expression du miR-34c-5p était diminuée
d’un facteur 6,17 au sein des tissus endométriaux tumoraux de type séreux par rapport a un
tissu endométrial sain, p=0,014. Cette donnée vient conforter les connaissances concernant la
famille du miR-34 (miR-34a, b et c) qui semble jouer le role de miARN suppresseur de
tumeur dans de nombreux cancers (198). En effet, il s’agit d’une cible directe de p53, le gene
suppresseur de tumeur entrainant 1’apoptose, 1’arrét du cycle cellulaire et la senescence quand
il est surexprimé. Il régule également négativement la viabilit€¢ des cellules souches
cancéreuses et inhibe la formation des métastases. La famille du miR-34 agit également sur
I’apoptose et le cycle cellulaire a travers la répression de nombreuses protéines impliquées
dans la régulation de ces deux processus. En particulier, les membres de la famille du miR-34
se lient a la région 3’-UTRS de geénes tels que CDK4 et CDK6 (protéine du cycle cellulaire),
Bcl-2 (un régulateur de I’apoptose), SNAIL (transition épithélio-mésenchymateuse) et CD44
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(migration et métastase), limitant ainsi leur expression (198). De nombreuses études ont mis
en évidence la dysrégulation du miR-34 dans plusieurs cancers tels le mélanome, les cancers
hépatocellulaires, mésothéliaux, coliques, nasopharyngés, la leucémie (199), le cancer de la
prostate (200), le neuroblastome (201), le gliobalstome (202), et le cancer du sein (203). A ce
jour, peu d’études ont concerné son réle dans le CE, excepté une étude fonctionnelle de Li et
coll. démontrant que le miR-34c¢ agit en tant que miR suppresseur de tumeur dans les cellules

HEC-1b et que E2F3 et qu'une de ses cibles, E2F3, serait une de cibles du miR-34c (142).

Les facteurs d’hétérogénéité des seuils d’expression de miARNs décrits dans la
littérature sont nombreux. Le manque de reproductibilit¢ peut étre 1ié notamment aux
différences de tissu étudié (épithélial strict ou contaminé par du tissu conjonctif), de gene de
ménage choisi, de I’exclusion ou non des pré-miARNs, de technique de détection utilisée
(caractéristique chimique des amorces, stratégie dans la transcription inverse (universelle ou
bien spécifique), de mode de détection des amplicons (Sybr-green ou sonde interne marquée
spécifique)).

Ainsi, dans notre travail, nous avons validé nos données issues de puce par PCR
quantitative en temps réel (RT-qPCR) avec le miScript II RT kit (Qiagen) et le miScript
SYBR® Green PCR Kit (Qiagen). Les étapes de transcription reverse et de PCR sont illustrées

dans la figure 16 extraite du guide d’utilisation fourni par Qiagen.

1. Convert miRNA to ¢cDNA in a one-step, single-tube reverse 2. Combine <DNA with QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix,
transcription reaction. miScript Universal Primer, and water.
_ - Aliquot mixture across miScript miRNA PCR Array.

L] ] 1 1

RNA sample 1 RNA sample 2 miScript Primer Assay
5 TTTTTT 3
\ / AL A AL AL LD LAAALLLAALLY
c<DNA
miRNA miScript Universal Primer
5' rrrrrrrrrrrrrrerrren 3 Polyadenylation
‘ Poly{A) tail
53 rrrrerrrevrTTevTTeeY 3
' AAAAAA)
5 3 Reverse qPCR using miScript Primer Assay
it it A AT transcription l and miScript Universal Primer 1
Singletube reaction TTTT T(T Ja
3. Run in real-time PCR cycler.
; Universal RT primer \ /
First strand cDNA
5 TTTTTT..|.|||||||3' 4. Analyze data.

Figure 16 : Etapes de transcription inverse puis de réaction en chaine par polymérase
avec le miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen). La premiere étape de transcription
inverse commence par I’ajout d’une queue poly-A en 3’ du miARN permettant la fixation
d’une amorce universelle a ce niveau puis 1’étape de transcription inverse. Les étapes de
réaction en chaine par polymérase nécessitent 1’utilisation d’une amorce universelle et d’une
amorce spécifique du miARN.
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Il existe cependant actuellement sur le marché de trés nombreux kits permettant la qPCR
fournis notamment par Exiqon, Quanta BioSciences, Qiagen, et Life Technologies dont les
performances ne sont pas équivalentes. Mestdagh et al. ont comparé en 2014 les performances
en qPCR de ces 4 principaux kits concernant la précision, la reproductibilité, la sensibilité et
du kit de Qiagen concernant la sensibilité et celle de Exiqon concernant la reproductibilité et

la spécificité.
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Figure 17 : Diagramme en étoile présentant les performances (Z-score) des différents
kits de RT-qPCR EX : miRCury (Exiqon) ; QU : qScript (Quanta BioSciences) ; QI :
miScript (Qiagen) ; TMp : TagMan Cards preAmp (Life Technologies). Les Z-scores
sont représentés, en fonction des 4 kits, pour 8 mesures : M1 : reproductibilité¢, M2 : réaction
de titrage ; M3 : précision ; M4 : précision a faible concentration d’ARN ; M5 : sensibilité ;
M6 : sensibilité a faible concentration d’ARN ; M7 : spécificité concernant I’ARN du virus
MS?2 ; M8 : test de réactivité croisée. (d’apres Mestdagh et coll., Nat Methods, 2014) (204)
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Dans nos deux ¢études, nous avons choisi de normaliser I’expression des miARNSs tissulaires
avec la moyenne géométrique de SNORD 68 et RNU6 (178) ou de SNORD 61 et RNU6
(179). Nous avions choisi ces miARNs comme contrdle endogene car ils ne présentaient pas
de variation d’expression entre les différents tissus d’aprés les données de notre puce. Il
n’existe cependant a ce jour aucun consensus concernant 1’utilisation des génes de ménage
comme contrdle interne endogene lors de I’évaluation de I’expression des miARNSs. Les genes
de ménage sont classiquement choisis parmi un panel de 12 ARNs non codants (RNUA4S,
RNU44, U75, RNU6B, U6, US54, RNU38B, U18, U49, miR- 26b, miR-92a and miR-16)
décrits comme stables dans les tissus ou du moins utilisés dans les études portant sur le CE
(149,205). Leur expression présente tout de méme d’importantes variabilités selon certains
auteurs (10) et pourrait étre source d’erreurs d’interprétation et de non reproductibilité des
résultats selon les types histologiques concernés. Certains kits conseillent également
I’utilisation de certains ARNs endogene de contrdle avec leurs réactifs (hsa-let-7a par Applied
Biosystems) (132). L’utilisation d’une moyenne géométrique de plusieurs controles
endogenes est également un moyen de limiter les erreurs d’interprétation liées a la variabilité
d’un des controles. Le tableau 11 présente les ARNs de ménage utilisés par 23 études ayant
traité¢ de I’expression des miARNs dans le CE (11,74,80,81,86,129,130,132,133,135,137,139—
141,143-145,147-149,151-153). Dans 14 études, un seul gene de ménage était utilisé comme
contrble interne. Le RNUG6, le RNU6B, le RNU44 et le let-7a étaient utilis€s comme controle
interne unique par respectivement 6, 4, 3 et 1 études. Parmi ces 14 études, une seule s’est
assurée de la stabilit¢é de son gene de ménage dans les tissus étudiés (le let-7a) en le
comparant a titre systématique par rapport a un autre gene de ménage (le RNU6) (132). Dans
3 études, deux genes de ménage étaient utilisés comme contrdle interne : RNU44 avec RNU
48 (145), RNU48 avec RNU6 (81) et RNU38B avec RNU49 (130). Dans 3 études, trois genes
de ménage étaient utilisés comme contrdle interne : RNU48-RNU44-U75 (80).

Une facon alternative de présenter les résultats serait de travailler sur des rapports de
concentrations de miARNS selon des situations physiologiques ou pathologiques. Cette
technique de calcul et d’interprétation des résultats n’a cependant pas été retenue par les

articles sélectionnés dans notre revue de la littérature.
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Tableau 11

: ARNs de ménage utilisés par 23 études ayant traité de I’expression des micro-ARNs dans le cancer de I’endométre

Référence Matériel | Kit(marque) pour extraction Kit (marque) pour RT Kit (marque) pour PCRq miR de
étude ARN ménage
Li et coll., 2016 | Paraffine | Recover All Total Nucleic | cDNA Synthesis kit ABI PRISM 7900 Sequence | U6
(143) Acid Isolation Kit (Ambion, | (Invitrogen, Carlsbad, CA, | Detection System
Austin, TX, USA) USA) (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA
Yoneyama, et | Frais ISOGEN reagent PrimeScript RT Reagent Kit | THUNDER-BIRD SYBR ¢PCR | -
coll., 2015 (152) (Wako, Osaka, Japan) (Perfect Real Time; Takara- | Mix (Toyobo, Tokyo, Japan).
bio, Ohtsu, Japan)
He et coll., 2015 | Paraffine | miRNeasy FFPE kit RevertAid First Strand cDNA | Bio-Rad Real-time PCR System and | U6
(86) Synthesis Kit Syber green PCR mix.
(Thermo Fisher Scientific | (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Inc., Waltham, MA, USA) Hercules, CA, USA)
Kong et coll, | - TRIzol reagent PrimeScriptTM RT reagent | SYBR PrimeScriptTM RT-PCR Kit | U6
2014 (74) (Invitrogen, USA) Kit (TakaRa, Dalian, China)
(TakaRa, Dalian, China).
Jurcevic et coll., | Paraffine | Recover All Total Nucleic | Universal cDNA synthesis kit | miIRCURY LNA™ Universal real Genes de
2014 (139) Acid Isolation Kit optimized | (Exigqon, Denmark) time microRNA polymerase chain contrdle
for FFPE samples reaction system, Ready to use fournis par
(Ambion, Foster City, CA, Human Panel I and II (Exiqon) GeNorm et
USA) NormFinder,
Liu et coll., |-80°C TRIzolH RNA Isolation TagMan MicroRNA TagMan Universal --
2014 (144) Reagents Reverse Transcription kit. PCR Master Mix
(Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA)
Xu et coll., 2013 | -80°C mirVanaTM miRNA isolation | M-MLYV reverse transcriptase | SYBR Premix Ex Taq U6

(151)

kit
(Ambion, Austin, TX, USA)

(Promega, Madison, WI,

USA)

(TaKaRa, Otsu, Japan)
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Torres et coll., | Paraffine | RecoverAlITM Total Nucleic | Reverse transcription (RT) TagManVR MicroRNA Assays and | RNU48
2013 (11) -80°C Acid Isolation Kit for FFPE was performed using TagManVR 2 _ Universal RNU44
Tissues TagManVR MicroRNA polymerase chain reaction PCR u75
(Ambion) Reverse Transcription Kit and | Master Mix, No AmpEraseVR UNG
specific primers (Applied Biosystems)
(Applied Biosystems).
Bao et coll, | -80°C Tri-reagent TagMan MicroRNA Reverse | SYBR Premix Ex Taq U6B
2013 (129) (Molecular Research Center; | Transcription kit (TaKaRa)
Cincinnati, OH)
Dong et coll, | Paraffine | TRIZOL reagent High Capacity cDNA TagMan Gene RNU44
2013 (135) (Invitrogen, Carlsbad, CA, Synthesis Kit Expression Assay.
USA) (Applied Biosystems)
Zhang et coll., | Paraffine | RNeasy FFPE kit TagMan MicroRNA TagMan Human MicroRNA A+ B | U44
2013 (80) (Qiagen, Crawley, UK) Reverse Transcription Kit Cards U48
Set version 3.0 U6
Zhai et coll., | Paraffine | Trizol cDNA synthesis kit Tagman 2x universal PCR master | RNU44
2013 (153) (Life Technologies, CA, USA) mix
Torres et coll., | Paraffine | mirVANATM miRNA RT Master TagManW MicroRNA Assay RNU48,
2012 (148) -80°C Isolation Kit (Ambion) (Applied Bios stems), RNU44
Recover AlI™ Total Nucleic u75
Acid Isolation Kit for FFPE
Tissues (Ambion)
Lee et coll., | Paraffine | Total Nucleic Acid Extraction | MicroRNA TagMan Reverse | TagMan MicroRNA Assays in RNU6b
2012 (141) Kit Transcription Kit triplicate.
(Ambion, Texas, USA) (Applied Biosystems, Foster | (Applied Biosystems, Foster City,
City, CA, USA) CA, USA)
Karaayvaz et | Paraffine | TRIZOL reagent High Capacity cDNA TagMan Gene Expression Assay RNU6B
coll., 2012 (140) (Invitrogen, Carlsbad CA, Synthesis Kit
USA). (Applied Biosystems, CA,
USA)
Snowdon et | Paraffine | Total Nucleic Acid Isolation TagMan MicroRNA Reverse | - U6 small
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coll., 2011 (147) Kit for FFPE tissues Transcription Kit nuclear
(Applied Biosystems/Ambion, | (Applied Biosystems, Foster RNA
Austin TX, USA) City
CA, USA)
Cohn et coll., | Paraffine | Recover All kit (Applied Biosystems, Foster | TagMan miRNA assays, RNU44
2010 (133) (Ambion, Austin, TX) City, CA) (Applied Biosystems, Foster City,
CA)
Ratner et coll., | Paraffine | mirVana RNA isolation kit TagMan MiRNA Reverse | Asuragen TLDA assay RNU44
2010 (145) -80°C (Ambion, Austin, TX) Transcription Kit RNU48
(Applied Biosystems)
Hiroki et coll., | -80°C miRNeasy Mini Kit TagMan MicroRNA Reverse | Tagman MicroRNA Assays RNU6B
2010 (137) (Qiagen, Valencia, CA, USA) | Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
(Applied Biosystems) CA, USA)
Chung et coll., | -80°C TRIzol total RNA isolation TagMan1 MicroRNA TagMan1 Universal PCR Master hsa-let-7a
2009 (132) reagent Reverse Transcription Kitet | Mix and TagMan1 Human
(Invitrogen, Carlsbad, CA) TagMan1 Human MicroRNA | MicroRNA Assays (Applied
Assays (Applied Biosystems, | Biosystems).
Foster City, CA)
Huang et coll., | - Taq Man MicroRNA Assay RNU48
2009 (81) Applied Biosystems U6
Wu et coll, | -80°C Trizol reagent mirVana qRT-PCR SYBR Green PCR Master Mix U6 small
2009 (149) (Invitrogen, Carslbad, (Invitrogen) (Applied Biosystems) nuclear
California, USA) RNA
Boren et coll., | -80°C mirVana microRNA isolation | TagMan MicroRNA Reverse | TagMan Universal PCR Master RNU-38B
2008 (130) kit Transcription Kit Mix—No AmpErase UNG RNU-49

(Ambion, Austin TX)

Applied Biosystems, Foster
City, CA)

(Applied Biosystems)
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Ce biais de normalisation pourrait étre contourné par 1’utilisation de techniques alternatives a
la g-PCR. Bartels et col. (44) ont notamment décrit la technique de « locked nucleic acids »
(LNA - acides nucléiques « verrouillés ») et ses avantages. Les LNA contiennent au moins un
monomere LNA, c’est-a-dire un analogue d’acide nucléique dans lequel ’atome d’oxygene
en 2’ et I’atome de carbone en 4’ du ribose sont « verrouillés » par un pont méthylene (206).
Chaque monomere de LNA incorporé augmente le Tm du duplex d’acides nucléiques de 2 a
10 °C (207). Ainsi, en ajustant le nombre de monomeres de LNA incorporés dans une sonde
de capture, toutes les sondes d’une méme expérience peuvent étre normalisées au niveau de la
valeur de leur Tm malgré la faible longueur des miARN. De nombreuses associations avec
des pathologies ont ainsi été découvertes par cette technique. Les arrays utilisant des billes,
telles que les arrays FlexmiR Luminex®, permettent également la quantification simultanée
de plusieurs centaines de miRNA (208). Des sondes d’acides nucléiques verrouillés (LNAO,
Exiquon) sont couplées a des microspheres de polystyrene carboxylée qui contiennent des
mélanges variables de deux colorants fluorescents, permettant 1’identification de chaque
microsphere (jusqu’a 100) par un cytometre en flux, car chaque microsphére a ainsi une
couleur unique. Chaque microsphere est couplée a une molécule de LNA qui est spécifique
pour un miARN ; les sondes permettent la différenciation entre des miARN d’une méme
famille. L’ARN total est extrait de [’échantillon, biotinylé, puis hybridé avec les
microspheres. Les microspheres sont lavées, incubées avec la phycoérythrine-streptavidine et
analysées par un analyseur Luminex®. L’analyseur peut identifier a la fois la fluorescence
spécifique d’une microsphere et mesurer I’intensité de fluorescence de la phycoérythrine-
streptavidine, ce qui permet a I’utilisateur de mettre en évidence les miARN présents dans
I’échantillon. Cet essai permet ¢galement d’obtenir des résultats quantitatifs, si une courbe de
calibrage est réalisée en utilisant des matériels de calibrage appropriés tels que des
oligonucléotides synthétiques. Pour I’instant, a notre connaissance, cette technique n’a pas ou
peu été utilisée dans le CE.

La technique du Nanostring (245), qui rencontre également un succes croissant pour la
détection et la quantification de molécules d’ADN ou d’ARN extraites en quantité limitante,
pourrait apporter plus de sensibilité et de reproductibilité aux mesures des miARNs dans le
CE. Le principe du Nanostring repose sur deux étapes clés. En amont, deux sondes (sonde de
capture et sonde « rapporteur ») sont concues spécifiquement pour chaque cible d’intérét. La
sonde de capture est couplée a une biotine et sera utilisée pour immobiliser les molécules
d’intérét sur un support dédi¢ au comptage. La sonde « rapporteur » est spécifique de la

molécule d’intérét et contient une succession de 6 fluorochromes de 4 couleurs différentes,
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dont I’arrangement définit un code-barres qui sera propre a chaque molécule d’intérét. La
premigére étape consiste en I’hybridation des sondes préalablement congues sur 1’échantillon a
tester. La deuxieme étape consiste a aligner et a immobiliser les complexes sonde-cible sur
une lame dédiée puis a les faire lire par un systeme optique identifiant les codes couleurs.
L’intérét principal est que la détection est directe et ne nécessite pas d’amplification linéaire
(puce) ou exponentielle (PCR). Selon I’analyse de la littérature, la technique du Nanostring a
déja été utilisée pour doser des miARNSs dans des lignées cellulaires de CE (246) ou dans des
tissus sous paraffine de cancer autre que de I’endometre (247). Aucune des études rapportées
dans ce travail n’a utilis¢ cette technique.

On peut enfin citer la PCR numérique pour détecter et quantifier de facon reproductible les
molécules d’ARNSs en faible quantité dans un échantillon. Cette technique permet d’une part
d’obtenir une quantification absolue sans avoir besoin de préparer une courbe standard et
d’autre part d’avoir une sensibilité 1000 fois supérieure a la q-PCR. Le principe de la PCR
numérique est de multiplier le nombre de bio-réacteurs disponibles, ainsi, un échantillon sera
partitionné en des milliers de compartiments distincts. Ensuite chaque compartiment sera
considéré comme autant de réacteurs indépendants. En fin de PCR, on obtiendra autant de
réactions montrant oui ou non une amplification (autant de O et de 1), renvoyant a un systeme
binaire. L’application de la Loi de Poisson permettra ensuite d’estimer trés finement la
quantité initiale de cibles présentes dans I’échantillon de départ. A notre connaissance, cette
technique a pu étre utilisée sur du tissu endométriosique (248), ou des produits de curetage
endométrial (249) pour rechercher des mutations liées au CE. La PCR numérique a également
été décrite pour doser des miARNs dans des tissus cancéreux cutanés (250) ou neurologiques

(251) notamment, mais pas au sein de tissu endométrial.

La détection de miARNS circulants est une piste d’avenir a visée diagnostique et
pronostique concernant les cancers gynécologiques (209) dont le CE (8,10,11,148,210). Une
revue récente sur les miARNS circulants dans les cancers gynécologiques a été publiée par
Zavesky et al. (209). Elle y rapporte que la présence de miARN dans les fluides corporels a
longtemps été considérée comme impossible en raison notamment de la présence d’ARNases
dans le sang (211). Trois études ont cependant établi en 2008 que les miARNs endogenes
extracellulaires pouvaient étre retrouvés avec un niveau d’expression variant entre des sujets
sains et des sujets avec cancer (106,212,213). Par la suite, les miARNs ont été retrouvés dans
divers fluides corporels tels que le plasma, le liquide amniotique, 1’urine, le liquide péritonéal,

le liquide pleural, la salive, le lait maternel, le liquide céphalo-spinal (214-216). La stabilité
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extra-cellulaire de ces miARNs est expliquée en partie par leur protection au sein d’une
vésicule émise par la cellule. La figure 18 (209) illustre les différentes formes possibles de
miARNs extracellulaires au sein de vésicules issues d’un phénomeéne d’apoptose ou de
sécrétion. A noter qu’il existe également trés probablement des miARNs extra-vésiculaires
mais préservés au sein de la protéine AGO. A ce jour, le role fonctionnel exact de ces

miARNSs circulants n’est pas connu.
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Figure 18 : Origine intracellulaire et extracellulaire des micro-ARNs (d’apres Zavesky
et coll., Neoplasma, 2015) (209)
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A notre connaissance, cinq études ont pour I’instant traité de la relation entre miARNs
plasmatiques/sériques et CE (8,10,11,148,210). Une synthese des données de ces études est
rapportée dans le tableau 12.

Les auteurs de ces 5 études concluent que les miARNS mis en évidence pourraient servir de
test diagnostic non invasif. Wang et coll. concluent notamment que I’analyse de I’expression
du miR-27a en association avec I’expression du CA-125 permet de distinguer les patientes
saines des patientes présentant un adénocarcinome endométrioide avec une aire sous la courbe
de 0,894 (95% CI, 0,807-0,980; sensibilité = 0,78, spécificité= 0.97) (210). Jia et coll.
concluent que 1I’étude du niveau d’expression sérique d’un panel de 4 miARNs (miR-222, -
223, -186 et -204) permet de distinguer les patientes présentant un adénocarcinome
endométrioide des patientes saines avec une aire sous la courbe de 0,927 (95% CI, 0,85-1,00 ;
sensibilité=91,7%, spécificité=87,5%). Toujours selon Jia et al, la performance diagnostique
de ces 4 miARNs est également bien supérieure a celle du marqueur sérique CA 125 qui
présente une aire sous la courbe de 0,673 (95% CI, 0.525-0.821) (8). Ces résultats semblent a
premiere vue trés encourageants mais ne sont malheureusement pas reproductibles entre les
différentes études. Parmi les 5 études sus-citées ayant comparé 1’expression de miARNs
circulants (4 plasmatiques et 1 sérique) chez des patientes présentant un CE par rapport a des
patientes saines, 18 miARNs (miR-15b, -27a, -92a, -99a, -100, -135b, -141, -143, -186, -199b,
-200a, -203, -204, -205, -222, -223, -449a, -1228, -1290) ont une expression augmentée dans
le groupe de patientes ayant un cancer et 9 miARNs (miR-9, -21, -30a-3p, -301b, -1179, -
3145-5p, -4502, -4638-3p, -4665-5p) ont une expression diminuée dans le groupe de patientes
ayant un cancer. Et parmi ces 27 miARNS, uniquement le miARN-223 a été décrits par deux
auteurs (8,210), alors que tous les autres n’ont €t€¢ décrits qu’une seule fois. Cette non
reproductibilité des résultats peut étre expliquée par deux raisons: 1’hétérogénéité des
patientes concernées d’une part et la diversité des techniques de détections utilisée d’autre
part. Les 5 études comparaient des patientes supposées en bonne santé avec des patientes
présentant un CE de type endométrioide. Or les dernieres données de la littérature ont bien
démontré qu’au sein d’un méme type histologique (ici : endométrioide), il pouvait exister
plusieurs variétés de types moléculaires avec notamment des mutations de genes tels que
PTEN, K-ras, B-caténine ou une instabilité des microsatellites (12) a ’origine d’altération de
la synthese des miARNs. Comme nous 1’avons soulevé dans les paragraphes précédents
concernant le dosage des miARNs dans les tissus solides, il n’existe également pas de
consensus concernant les techniques de mesure et de comparaison des niveaux d’expression

de miARNs au niveau plasmatique ou sérique. Des panels de miARNs hautement exprimés
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dans le plasma, tels que miR-93, miR-26b, miR-192, miR-103a, miR-142-3p, miR-92a, miR-
638, miR-16 et miR-451 ont été proposés comme miARNs de ménage (213,217-219). Ainsi
Torres et al, en 2012, ont normalisé leurs résultats bruts avec 5 des 9 miARNs proposés ci-
dessus miR-93, miR-26b, miR-192, miR-103a, miR-142-3p (148). La méme équipe a
également proposé de normaliser [’expression des miARNs d’intérét a celle
d’oligonucléotides de synthéses de Caenorhabditis elegans ajoutés au produit d’extraction des
ARNSs : cel-miR-39, cel-miR-54 et cel-miR-238 (11,148). Wang et al ont également réalisé la
normalisation des miARNSs étudiés a partir de cel-miR-39 (210). Jia et al. et Tsukamoto et al.
ont réalisé, quand a eux, une détermination de la concentration absolue des miARNs a I’aide
de courbes de calibrations développées avec des miARNs synthétiques de concentration

connue (10°°tM/1) (8,10).
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Tableau 12 : Relation entre micro-ARNs plasmatiques/sériques et cancer de ’endométre

Référence étude | Matériel | Cas Témoins miR augmenté miR diminué

(cas vs. Témoin) | (cas vs. Témoin)

Jiaetcoll.,, 2013 | Sérum 33 patientes avec un 42 patientes saines miR-222, miR- -
(8) adénocarcinome endométrioide appariées sur 1’age 223, miR-186 and
miR-204
Torres et coll., Plasma 34 patientes avec un 14 patientes saines miR-92a, miR- miR-9 et miR-
2013 (11) adénocarcinome endométrioide 141, miR-200a, 301b
miR-203, miR-

449a, miR-1228
and miR-1290

Torres et coll., Plasma 48 patientes avec un 14 patientes saines miR-99a, miR- -

2012 (148) adénocarcinome endométrioide 100 et miR-199b

Tsukamoto et Plasma 12 patientes avec adénocarcinome | 12 patientes saines miR-135b, miR- | miR-30a-3p,

coll., 2014 (10) endométrioide 205 miR-21

Wang et coll., Plasma 40 patientes avec adénocarcinome | 53 patientes saines miR-27a, miR- miR-1179, miR-

2014 (210) endométrioide 15b, miR-143, 4638-3p, miR-

miR-223 4665-5p, miR-

3145-5p, miR-
4502
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La mise en évidence au sein du CE de profils d’expression de miARNSs associés a des
facteurs pronostiques majeurs tels que le statut ganglionnaire et la présence d’emboles vient
compléter 1’approche anatomopathologique et apporter des arguments en faveur de la
nécessité d’une classification moléculaire de ces cancers. Nous avons ainsi pu mettre en
¢vidence au sein des cancers de I’endomeétre supposés de bon pronostic qu’une sous-
expression de miARNSs suppresseurs de tumeurs, tels que miR-23b-5p, -23c, 34c-5p connus
pour étre impliqués dans la voie de ’EMT d’autres cancers, était associée a la présence
d’emboles ou a un envahissement ganglionnaire. Nous avons également pu déterminer pour
chacun des ces miARNs un seuil d’expression corrélé de fagon significative a ces facteurs de
mauvais pronostic. La poursuite de ces travaux nous permet d’espérer pouvoir sélectionner
une population a risque et mieux orienter la stratégie thérapeutique avec notamment

I’amélioration de I’indication d’exploration ganglionnaire chirurgicale.

L’analyse de miARNs plasmatiques semble une bonne perspective de recherche sous
condition d’une homogénéisation des techniques de recueil et d’analyse des données. Cette
these a ainsi permis d’établir une collaboration étroite entre ’'UMRS 938, I’Institut Cochin et
I’UMR 8126 aboutissant a la naissance du Projet de Recherche Translationnel (PRT-K16-
158) GYNOMIR sur la place des miARNSs plasmatiques comme nouveaux biomarqueurs dans
les cancers gynécologiques (cancer I’endometre et de I'ovaire). Ce projet prospectif
multicentrique (18 équipes) recevra un financement de 575 KE par la DGOS et I’INCa sur
une durée de 36 mois. Il est prévu d’inclure 200 patientes avec CE et 200 patientes avec un
cancer de I’ovaire sur une période de 18 mois. La premiere partie du projet consistera a
valider par RT-qPCR le role pronostique et diagnostique de miARNSs candidats décrits par les
investigateurs principaux dans des publications récentes. La deuxieme partie du projet
consistera a déterminer par séquengage a haut débit de nouveaux miARNSs pouvant servir de
biomarqueurs pronostiques. La troisieme partie du projet consistera a valider une technique
physique rapide et sensible de détection et dosage des miARNs plasmatiques (pRCA-FRET)
afin d’exporter a la pratique clinique les résultats issus des deux premicéres parties du projet.
L’ensemble de ce projet permettra de mieux cibler les patientes a mauvais pronostic et

d’adapter en conséquence les traitements adjuvants.
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