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RESUME

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes, comptant pour 25% des
cancers féminins et affectant ainsi une femme sur huit, et le plus mortel, faisant plus de 500 000
victimes par année dans le monde. Malgré I'hétérogénéité de la maladie, quatre sous-types
moléculaires principaux ont été identifiés : luminal A (LumA), luminal B (LumB), de type basal
(basal) et enrichi pour Her2 (Her2e).

Il été suggéré que les jonctions gap, des canaux transmembranaires contribuant a la
communication directe entre deux cellules adjacentes, pourraient jouer un réle de suppresseur
de tumeur. De récentes études suggeérent cependant que le role de GJA1 (aussi connue sous le
nom de Connexine 43 ou Cx43), une protéine de jonction gap, pourrait varier selon les stades
du cancer ou encore selon les types de tumeurs.

Au cours de ce projet, nous avons utilisé une approche bioinformatique pour mieux
comprendre I'expression et la régulation de GJA1 dans les glandes mammaires normales et le
cancer du sein. Nous avons évalué I'expression de GJA1, les profils d’expression génique et de
modifications épigénétiques des quatre sous-types moléculaires de cancer du sein ainsi que
des différents types cellulaires présents au sein de la glande mammaire.

Notre analyse de survie a révélé que le réle de GJAT pourrait dépendre du sous-type de
cancer du sein. Dans les tumeurs de type luminal, GJA1 est associée a un meilleur pronostic.
Cependant, dans les tumeurs surexprimant Her2, GJA1 est associée a un mauvais pronostic et
est coexprimée avec des génes associés avec la progression du cancer (nommés ici génes
mésenchymateux, soit des génes impliqués dans le remodelage de la ECM, la transition
épithéliomésenchymateuse (EMT), le compartiment des cellules souches mammaires et la
progression du cancer). Cette co-expression est également observée dans d’autres types de
cancer ainsi que dans les lignées cellulaires cancéreuses. L’expression de GJA7T avec les
génes meésenchymateux, particulierement dans les tumeurs Her2e, pourrait témoigner a la fois
de l'activation du stroma, de la transition EMT dans les cellules tumorales ainsi que de la
présence de cellules souches, et pourrait résulter de la communication croisée entre les cellules
tumorales et le stroma. Ces résultats suggérent que chaque sous-type de cancer du sein
représente un contexte moléculaire différent dans lequel le réle et la régulation de GJA1T
divergent substantiellement.

Nos analyses de la méthylation de 'ADN et des modifications des histones suggérent
que le géne GJAT est régulé par ces deux mécanismes épigénétiques. Cette régulation
surviendrait a la fois au niveau du promoteur proximal, déja connu, mais également au niveau
d’un nouveau promoteur intronique potentiel. L’exploration des données d’'immunoprécipitation
de la chromatine suivi de séquencage (ChIP-Seq) a identifié plusieurs facteurs associés a la
transcription et au remodelage de la chromatine, lesquels se lieraient a ces deux promoteurs.
Certains de ces facteurs sont bien connus, d’autres sont de nouvelles protéines dont le réle
dans la transcription ou la répression de I'expression de GJA1 reste a étre déterminé.

Ensemble, ces résultats permettent de mieux comprendre les résultats divergents
publiés jusqu’ici quant au réle de GJA7T dans la progression tumorale, mais également les
mécanismes de régulation de I'expression de GJAT.

Mots clés : jonctions gap, GJAT (connexine 43 ou Cx43); glandes mammaires; cancer du sein;
cellules myoépithéliales; transition épithéliomésenchymateuse (EMT); méthylation de I'ADN;
modification des histones; site de liaison des facteurs de transcription; métastases.
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ABSTRACT

Breast cancer is by far the most common cancer in women, accounting for 25% of women's
cancers and affecting one out of eight women, and the most deadly, claiming more than 500,000
lives per year worldwide. Despite the heterogeneity of the disease, four main molecular
subtypes have been identified: luminal A (LumA), luminal B (LumB), basal (basal) and enriched
for Her2 (Her2e).

It has been suggested that gap junctions, transmembrane channels contributing to direct
communication between two adjacent cells, could play a tumor suppressor role. Recent studies
suggest, however, that the role of GJA7 (also known as Connexin 43 or Cx43), a gap junction
protein, may vary depending on the stages of the cancer or the types of tumors.

For this project, we used a bioinformatic approach to better understand the expression
and regulation of C43 in normal mammary glands and breast cancer. We investigated the
expression of GJA1, the gene expression profiles and epigenetic modifications in the four
molecular subtypes of breast cancer, as well as in the various cell types present in the mammary
gland.

Our survival analysis revealed that the role of GJA7T may depend on the subtype of
breast cancer. In luminal tumors, GJA71 is associated with a better prognosis. However, in
tumors overexpressing Her2, GJA1 is associated with a poor prognosis and is coexpressed with
genes associated with cancer progression (hereinafter referred to as mesenchymal genes, i.e.
genes involved in extracellular matrix remodeling, epithelial to mesenchymal transition (EMT),
the breast stem cell compartment and the progression of cancer). This co-expression is also
observed in other types of cancer as well as in cancerous cell lines. Co-expression of GJAT with
mesenchymal genes, particularly in Her2e tumors, may be associated with stromal activation,
EMT transition in tumor cells, the dedifferentiation of myoepithelial cells and/or the presence of
stem cells, and could result from cross-talk between tumor cells and stroma. These results also
suggest that each subtype of breast cancer represents a different molecular context in which the
role and regulation of GJA1 diverge substantially.

Our analyzes of DNA methylation and histone modifications suggest that GJA7T is
regulated by both epigenetic mechanisms. This regulation would occur both at the level of the
proximal promoter, already known, but also at a new potential intronic promoter. Investigation of
chromatin immunoprecipitation data followed by sequencing (ChIP-Seq) identified several
factors associated with chromatin transcription and remodeling, which would bind to these two
promoters. Some of these factors are well known, others are new proteins whose role in the
transcription or repression of GJA1 expression remains to be determined.

Together, these results provide a better understanding of the divergent results published
so far regarding the role of GJA7 in tumor progression, but also of the mechanisms regulating
GJA1 expression.

Keywords: gap junctions, GJAT (connexin 43, Cx43); mammary glands; breast cancer;
myoepithelial cells; epithelial to mesenchymal transition (EMT); DNA methylation; histone
modifications; transcription factor binding sites; metastasis.
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LISTE DES ABREVIATIONS

bp : Base pair (paires de bases)
BRCA : Breast Invasive Carcinoma (carcinome mammaire invasif)

CAF : Cancer associated fibroblast (fibroblaste associé au cancer)

CCLE : Cancer Cell Line Encyclopedia (encyclopédie des lignées cellulaires cancéreuses)
CEEHRC : Canadian Epigenetics, Environment and Health Research Consortium

CGI: CpGisland (ilot CpG)

ChIP-Seq : Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (immunoprécipitation de la
chromatine suivi du séquengage)

ChromHMM : Chromatin state segmentation by Hidden Markov Models (Segmentation de I'état
de la chromatine par les modéles de Markov cachés)

CNA : Copy number alterations (altérations du nombre de copies du géne)

CpG : Cytosine suivie d’'une guanine sur le méme brin d’ADN

CTCs : Circulating tumor cells (cellules tumorales circulantes)

Cx43 : Connexine 43, la protéine encodée par le géne GJAT

DCIS : Ductal carcinoma in situ (carcinome canalaire in situ)

DHS : DNase | hypersensitivity site (site d’hypersensibilité a la DNase [)

DMR : Differentially methylated region

ENCODE : The Encyclopedia of DNA elements project

EMT : Epithelial to mesenchymal transition (transition épithéliomésenchymateuse)

ECM : Extracellular matrix (matrice extracellulaire)

ER : Estrogen receptor alpha (récepteur a I'cestrogéne alpha)

ERBB2 : erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

GFP : Green fluorescent protein (protéine fluorescente verte)

GJA1 : Gap Junction protein alpha 1, le géne encodant la Connexine 43

GJIC : Gap junction intercellular communication (communication intercellulaire par les jonctions
lacunaire)

HAT : Histone acétyltransférase

HDAC : Histone déacétylase

Her2 : Human epidermal growth factor receptor-2

Her2e : tumeurs enrichies pour Her2

HM450 : HM450 lllumina BeadChip methylation assay

IDC : Invasive ductal carcinoma (carcinome canalaire invasif)

IRES : Internal ribosomal entry site (site d’entrée ribosomique interne)

LumA : Luminal A

LumB : Luminal B

PI-MEC : Parity induced mammary epithelial cells (cellules mammaires épithéliales induites par
la grossesse)

PR : Progesterone receptor (récepteur a la progestérone)

RKPM : Reads per kilobase per million mapped reads

RNA-Seq : RNA sequencing (séquencgage de 'ARN)

RPPA : Reverse phase protein assay

TCGA : The cancer genome atlas (L’atlas du génome cancéreux)

tDMRs : Tissue-specific differentially methylated regions

TFBS : Transcription factor binding sites (site de liaison de facteur de transcription)

TSA : Trichostatine A

TSS : Transcription start site (site de début de transcription)

UTR : Untranslated region (région non-traduite)

WGBS : Whole-genome bisulfite sequencing (séquengage au bisulfite du génome entier)
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1 INTRODUCTION

Le cancer est une maladie complexe et hétérogene a laquelle peu de régles s’appliquent de
fagon universelle. Notre compréhension de la maladie reste trés incompléte. Bien que des
efforts importants soient consentis a la recherche et que les progrés aient été considérables
dans les derniéres années, tant au niveau de notre compréhension des tumeurs qu’au niveau
des thérapies, certaines questions cruciales n’ont toujours pas été résolues. Cette
compréhension incompléte de la complexité et de la variabilité inhérente a la maladie est

illustrée par une littérature ou I'on trouve beaucoup de résultats contradictoires.

Depuis des années, un paradigme dominant dans la communauté des jonctions gap
attribuait a GJAT des fonctions dans la différenciation épithéliale et surtout, considérait GJA1
comme un suppresseur de tumeur. Cependant, quelques évidences laissaient croire que GJAT
pouvait aussi contribuer a la progression du cancer et que son réle pouvait dépendre du tissu ou
du stade de la maladie. Plusieurs explications ont été avancées pour tenter de réconcilier ces
divergences. Certains ont évoqué la redondance possible entre les fonctions des diverses
connexines, le contexte variable en fonction du tissu ou du stade de progression de la maladie
ou les conditions expérimentales variables. De plus en plus d’évidences conférent un réle pour
GJA1 dans les stades avancés du cancer, incluant dans l'invasion des tissus avoisinant les
tumeurs ainsi que dans la propagation métastatique. GJAT n’est pas un cas unique, une
littérature compléte a documenté la difficulté a répliquer les résultats obtenus dans les études
sur le cancer en général, soulignant également la nécessité d’établir des lignes directrices plus
strictes dans la divulgation des détails expérimentaux dans les publications scientifiques
(Benjamin et al., 2017, Curran, 2018, Henderson et al., 2015).

Il est toutefois possible que les caractéristiques des glandes mammaires elles-mémes
contribuent & générer ces résultats parfois contradictoires. Les travaux en laboratoire de notre
équipe nous ont permis de constater que cet organe, complétant son développement
uniquement a I'dge adulte et qui est sans cesse remodelé au cours des cycles menstruels et
des grossesses, posséde une incroyable plasticité. Cette capacité des cellules mammaires a
alterner entre des phénotypes différents rend la compréhension du fonctionnement normal et
pathologique de cet organe plus ardue, mais contribue également potentiellement au succés
des cellules cancéreuses dans leur progression vers des sites métastatiques. L’élucidation des
mécanismes controlant cette plasticité pourrait éventuellement mener a [I'élaboration de

nouvelles approches thérapeutiques.
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L’objectif de ce projet de recherche était de mieux comprendre le réle de GJAT dans le
cancer du sein et de faire la lumiére dans les données divergentes en utilisant les bases de

données publiques et une approche bioinformatique.

Nos résultats ont contribué a faire progresser la compréhension du réle controversé de
GJA1 dans le cancer du sein. Nous avons démontré que le pronostic associé a I'expression de
GJA1 (Article 1) et les génes coexprimés avec GJAT (Article Il) dépendaient du sous-type de
cancer du sein. Dans les tumeurs Her2e, I'expression de GJA1 est associée avec un moins bon
pronostic (Article 1) et est exprimée avec des génes associés avec la progression du cancer
(Article II). De plus, nos résultats suggérent que le géne GJA1, qui encode GJAT, est régulé par
des mécanismes épigénétiques et posséde plusieurs caractéristiques associées aux génes

contrélant la différenciation (Article III).

Afin de mieux comprendre le contexte de ce projet de recherche, il convient d’abord
d’aborder plusieurs facettes du réle de GJAT dans les glandes mammaires normales et dans le
cancer du sein. Nous verrons dabord la structure des glandes mammaires et son
microenvironnement, ainsi que le réle que certaines composantes de la glande mammaire
jouent dans le cancer. Nous verrons ensuite comment le cancer du sein progresse vers les
stades métastatiques responsables de la grande majorité des décés. Nous nous attarderons
également sur les jonctions gap, et plus particuliérement sur GJA7, la régulation de son

expression et sur ce qui est connu concernant son réle dans le cancer.

En plus des travaux liés directement a ce projet, certains résultats ayant précédé I'actuel
projet ont été publié en collaboration avec une collegue (Annexe 1). Le lecteur trouvera aussi
une description des principales données utilisées afin de réaliser les analyses de ce projet en
annexe (Annexe Il). De plus, nous avons inclus une description de certaines des plus
importantes limitations de ce projet (Annexe lll). Pour terminer, 'ensemble de nos travaux nous
a mené a élaborer des suggestions pour la suite de ce projet afin de valider certains résultats et

vérifier les hypothéses générées par nos analyses bioinformatiques (Annexe V).
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2 REVUE DE LITTERATURE

2.1 Structure et développement des glandes mammaires

L’épithélium des glandes mammaires est une structure se ramifiant & partir du mamelon en
canaux galactophores se terminant en lobes (Figure 1A). Chacun de ces lobes est constitué de
plus petites sous-unités, les lobules, eux-mémes constitués d’alvéoles (ou acini), l'unité
sécrétrice du lait (Figure 1B). Cet épithélium est composé d’'une couche interne de cellules
luminales et d’'une couche externe de cellules basales (Figure 1C). L’épithélium mammaire
comporte également des populations de cellules souches et de cellules progénitrices participant
au maintien du tissu (Visvader et al., 2014). L’épithélium mammaire est supporté et est nourri

par le stroma (Figure 1A).

A) Epithélium mammaire B) Lobe C) Acini

Lobule
/J/ A ..
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5 Lumen \ P\
Cellule — \\
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myoépithéliale —— N |
Membrane basale —
Figure 1. L’épithélium bicouche des glandes mammaires

A, Les glandes mammaires sont constituées d’un épithélium se ramifiant a partir du mamelon en canaux
galactophores, lesquels se terminent par des structures sécrétrices, les lobes. B, Les lobes sont
constitués de plus petites sous-unités, les lobules, eux-mémes constitués d’acini, la plus petite sous-unité
sécrétrice. C, Dans les acini comme dans le reste de I'épithélium, les cellules luminales se trouvent autour
d’'un lumen. Les cellules myoépithéliales, ainsi que la membrane basale forment une barriére enveloppant
la couche luminale. On trouve également des cellules souches et des cellules progénitrices au sein de
I'épithélium. Le stroma entourant I'épithélium est composé, entre autre, de fibroblastes. Image originale
par Mélanie Busby.

2.2 Le développement de I’épithélium mammaire

Comme les autres organes, la formation des glandes mammaires débute durant le
développement fecetal et ce, indépendamment des signaux hormonaux. Un épithélium ramifié

rudimentaire est alors formé. Cependant, la glande mammaire est un organe unique puisqu’une
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grande partie des processus développementaux survient seulement a la puberté et
ultérieurement pendant la grossesse. Lors de la puberté, I'épithélium traverse une phase
importante de prolifération des canaux sous l'effet des hormones sexuelles, et plus
particulierement de l'estrogéne (Fridriksdottir et al, 2011). L'estrogéne est une hormone
stéroidienne sécrétée lors du développement des follicules ovariens sous I'action des
gonadotrophines — I'hormone folliculostimulante (FSH) et 'lhormone lutéinisante (LH) — produites
par l'axe hypothalamo-hypophysaire. L’expression du récepteur ER-a par les cellules
épithéliales est alors requise et contréle le développement, possiblement via une action
paracrine sur les cellules ER- (McNally et al., 2017). A I'’age adulte, les canaux auront colonisé
'ensemble du stroma. Cependant, ce n’est que lors de la grossesse et de la lactation que
I’'épithélium atteindra son développement et sa différenciation complets, sous l'effet des
hormones de grossesse et particulierement de la progestérone et de la prolactine (Macias et al.,
2012). La progestérone, une hormone stéroidienne, est produite par les cellules de la granulosa
du corps jaune ovarien a chaque cycle menstruel sous l'effet des gonadotrophines. La
progestérone verra son niveau augmenter lors de la fécondation sous l'effet de I'hormone
chorionique gonadotrophique (hCG) produite par 'embryon. Le placenta prendra éventuellement
le relais de la production de progestérone lors du 3° trimestre de la grossesse qui agira comme
mitogéne via l'activation du récepteur de la progestérone, habituellement présent dans les
mémes cellules ER-a+ dans I'épithélium mammaire. La prolactine est pour sa part une hormone
peptidique sécrétée par la partie antérieure de I'hypophyse dont la production augmente en fin
de grossesse et qui agit entre autres sur le récepteur de la prolactine (PRLR). C’est alors que
les acini, unités sécrétrices du lait, seront totalement différenciés et produiront le lait. A la fin de
I'allaitement, I'épithélium mammaire subira une phase massive d’apoptose, linvolution, et
retournera a un état proche de la glande mammaire adulte nullipare. Cependant, tout au long de
la vie fertile, un remodelage en vue d’'une éventuelle grossesse surviendra a chaque cycle
ovarien, toujours guidé par les hormones (Fridriksdottir et al., 2011). Ainsi, I'activation du
potentiel régénératif que subit I'épithélium mammaire de fagon cyclique implique la prolifération
et la différenciation des cellules souches adultes présentes dans le tissu. Ce remodelage rend

les cellules épithéliales plus vulnérables a la transformation cancéreuse.

2.3 L’épithélium mammaire et son microenvironnement

Le développement et le maintien de lintégrité des glandes mammaires reposent sur des

interactions entre les divers types cellulaires au sein de I'épithélium, ainsi qu’entre I'épithélium et
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les autres composantes du sein telles que la membrane basale et le stroma. Dans cette
communication croisée, régulée de fagon trés précise, chacun des compartiments assure des

fonctions distinctes.

2.3.1 Cellules luminales

Les cellules luminales de la couche interne de I'épithélium sont polarisées, c’est-a-dire qu’elles
possédent deux pdles morphologiquement différents : un coté apical adjacent au lumen et un
coté basal accolé aux cellules basales ou a la membrane basale (Hassiotou et al., 2013). Dans
les acini, la principale fonction des cellules luminales alvéolaires est la sécrétion du lait dans le
lumen lors de la lactation. Parmi ces cellules alvéolaires, on compte environs 40 a 50% de

cellules positives pour le récepteur aux estrogénes (Saiji et al., 2000).

Récemment, une étude a utilisé une technique de multiplexage permettant de marquer
séquentiellement en immunofluorescence une méme coupe de tissus de glandes mammaires
normales avec jusqu’a 12 anticorps (Santagata et al., 2014). Bien que toutes les cellules de la
couche luminale étaient positives pour les cytokératines K7 et K18, en ciblant, entre autres, les
récepteurs hormonaux pour les estrogenes (ER), 'androgéne (AR) et la vitamine D (VDR), au
moins 11 états de différenciation distincts ont été identifiés. D’abord, huit états étaient positifs a
divers degrés pour les récepteurs hormonaux : soit pour un seul récepteur (désigné comme
groupe HR1 (HR signifiant « Hormone Receptor »), états L4-L7; ER", AR ou VDR"), pour deux
récepteurs hormonaux (HR2, états L8-L10; ER'AR", ER'VDR" ou AR"VDR") ou pour les trois
(HR3, état L11; ER'AR'VDR"). Trois états étaient négatifs pour les trois récepteurs hormonaux
(HRO; ERTARVDR") et étaient soit positifs pour le marqueur de prolifération Ki67 (L1), ou
encore K5/14/18 (L2) ou K5/14/18" (L3) (Santagata et al., 2014). Ces résultats ont démontré
que la structure de I'épithélium mammaire était largement plus complexe qu’appréhendé jusqu’a
présent et que les cellules luminales devraient plutét étre considérées comme faisant partie d’un
spectre continu de différenciation, ce que des études plus récentes utilisant le séquengage de

I’ARN de cellules uniques (« single cell sequencing ») tendent a confirmer (Bach et al., 2017).

2.3.2 Cellules basales

Les cellules basales, de forme allongée, composent une couche continue autour des canaux.
Elles forment par contre une couche discontinue, en forme de filet, autour des acini dans les

glandes mammaires vierges, structures qui deviendront les acini pendant la grossesse. Lors de
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la grossesse et de la lactation, les cellules basales s’entrecroisent et recouvrent complétement

les acini (Emerman et al., 1986).

Bien que dans la littérature, les termes cellules basales et myoépithéliales soient parfois
utilisés de fagon interchangeable, ces termes ne sont pas exactement synonymes. On dit d’'une
cellule qu’elle est basale lorsqu’elle est apposée a la membrane basale (Gusterson et al., 2005).
Dans [I'épithélium mammaire, le compartiment basal comporte, en plus des cellules
myoépithéliales, une petite proportion de cellules souches/progénitrices (Lim et al., 2010). Les
cellules myoépithéliales mammaires sont donc des cellules basales, cependant, les cellules

basales ne sont pas toutes des cellules myoépithéliales.

Les cellules myoépithéliales

Les cellules myoépithéliales composent la plus grande part des cellules basales. Les cellules
myoépithéliales possédent a la fois des caractéristiques épithéliales (expression de
cytokératines) et musculaires (expression de protéines associées a la contraction comme
I'actine et la myosine musculaire). Lors de la lactation, sous I'effet de la stimulation nerveuse de
la tétée, 'hypophyse postérieure produit un neuropeptide, I'ocytocine, activera le récepteur de
I'ocytocine qui induira la contraction des cellules myoépithéliales (Kennett et al., 2012, Sopel,
2010). Les cellules myoépithéliales sont donc impliquées dans I'éjection du lait lors de la
lactation. Longtemps uniquement considérées pour cette capacité contractile, il est maintenant
admis que ces cellules jouent un réle beaucoup plus important dans la croissance, la
polarisation et la différenciation de I'épithélium, ainsi que dans la suppression tumorale (Sopel,

2010). Cependant, les mécanismes associés a ces fonctions sont encore mal connus.

L’étude de Santagata et al. (2014), citée précédemment, a démontré que dans la couche
basale, toutes les cellules exprimaient I'actine de muscles lisse alpha (« smooth muscle actin
alpha » ou a-SMA, encodée par le géne ACTAZ2), CD10 (encodée par MME) et Tumor protein
P63 (mieux connue sous le nom de p63 et encodée par TP63). Cependant, deux sous-types
distincts ont été identifiés : les cellules K5/14/17" et K5/14/17" (désignés My1 et My2,
respectivement). Ces différents phénotypes n’ont cependant pas été associés aux cellules
myoépithéliales ou aux cellules souches en particulier. De plus, les cellules prolifératives étaient

trés rares dans ce compartiment (Santagata et al., 2014).

Les cellules souches et les cellules progénitrices des glandes mammaires adultes

En plus des cellules myoépithéliales, il est de plus en plus admis que, dans la couche basale, se

trouvent également des cellules souches qui orchestrent la morphogenése des glandes
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mammaires pendant la puberté et la grossesse. Ces cellules souches seraient capables de
s’auto-renouveler par une division asymétrique, générant une cellule souche et une seconde
cellule vouée a la différenciation (Fridriksdottir et al., 2011). Selon le modéle de différenciation
hiérarchique de la glande mammaire, une portion de la progéniture des cellules souches
passerait par un stade de cellules progénitrices, plus ou moins long, pendant lequel la
prolifération engendre des cellules qui atteindront une différenciation compléte en cellules
luminales ou myoépithéliales matures (Fridriksdottir et al., 2011). Les cellules souches
pourraient engendrer soit des cellules progénitrices bipotentes communes aux compartiments
luminal et myoépithélial, ou encore des cellules progénitrices unipotentes engendrant chacune
les lignées qui leur sont spécifiques (Figure 2). Grace a lI'important potentiel prolifératif de leur
progéniture, ces cellules souches participeraient ainsi au développement et au remodelage des
glandes mammaires au cours de différents stades de vie en générant les différents types
cellulaires présents dans le tissue mammaire (Mani et al., 2008, Rios et al., 2014). En plus de
leur capacité a engendrer divers types cellulaires, les cellules souches posséderaient la
capacité de maintenir la quiescence pour une période prolongée entre deux cycles de division
(Ring et al., 2014). Grace a ces propriétés, ces cellules souches forment un bassin de cellules

ayant une longévité accrue qui fournit continuellement des cellules différenciées.

Au cours de la derniére décennie, de rapides progrés ont permis de mieux comprendre
les cellules souches ou progénitrices, lesquelles ont été décrites dans les glandes mammaires
sur la base de difféerentes propriétés déterminées de facon expérimentales. Par exemple,
plusieurs populations ont été identifiées sur la base de leur profil d’expression de certains
marqueurs de surface, tels que CD49f"EpCAM™° (Lim et al., 2010) et ALDH1" (Ginestier et al.,
2007). D’autres propriétés, telles que la capacité d’expulser les colorations comme le marqueur
nucléaire Hoechst (Alvi et al., 2003) ou la capacité de retenir des marqueurs nucléaires comme
'analogue de la thymine 5-ethynl-2'-deoxyuridine, ont également été associées aux cellules

souches (« Label retaining cells ») (Park et al., 2013).

La transplantation orthotopique dans le stroma adipeux mammaire murin préalablement dégagé
de son épithélium a longtemps été considérée comme la vérification par excellence des
propriétés de cellules souches de ces diverses populations, particulierement lorsque celle-ci est
effectuée en série afin de vérifier le potentiel d’auto-renouvélement (Visvader et al., 2014). Ainsi

placées dans le stroma, une seule cellule souche peut reconstituer un épithélium mammaire
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Figure 2. Schéma illustrant deux modéles hypothétiques de la hiérarchie des cellules
mammaires

A, Une cellule souche multipotente engendre des cellules progénitrices unipotentes spécifiques aux
cellules myoépithéliales et luminales (alvéolaires et canalaires). Le nombre de types de cellules
progeénitrices reste cependant a déterminer. Les cellules progénitrices luminales sont restreintes dans leur
capacité de différenciation, soit a des cellules canalaires ou alvéolaires. Les cellules progénitrices
alvéolaires seraient négatives pour les récepteurs aux estrogenes (ER) et a la progestérone (PR). Une
cellule progénitrice commune se trouve possiblement en amont de ces cellules progénitrices unipotentes.
L’Isolation de cellules souches mammaires unipotentes et de cellules luminales matures a partir des
glandes mammaires de souris et d’humain supportent ce modeéle. B, Les études récentes de tragage de
lignage ont suggéré que les cellules souches bipotentes persistent a 'age adulte et participaient au
maintien de I'épithélium. Des cellules souches unipotentes luminales et myoépithéliales ayant un potentiel
de différenciation restreint joueraient également un role important dans la prolifération et le maintien des
glandes mammaires pendant la période post-natale. Source : Adapté de Fu et al. (2014).
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ramifié en entier comportant a la fois des cellules luminales et myoépithéliales (Shackleton et
al., 2006; Stingl et al., 2006). Certaines évidences démontrent cependant que la dissociation et
la transplantation dans un stroma dénudé pourraient potentiellement réactiver certaines
capacités des cellules étudiées. Parmi celles-ci, la pluripotence, qui ne serait normalement que
rarement utilisée en condition physiologique dans les tissus normaux, peut étre réactivée,
démontrant ainsi une plasticité importante au sein de la glande mammaire, et compliquant

I'interprétation des données disponibles (Prater et al., 2014, Van Keymeulen et al., 2011).

Malgré les progrés récents pour comprendre la hiérarchie au sein de [I'épithélium
mammaire, plusieurs questions importantes sont toujours sans réponses. Par exemple, il reste a
déterminer si ces différentes expérimentations identifient divers aspects d’'une méme population
de cellules souches ou encore plusieurs populations de cellules souches indépendantes. Il est
également possible que les glandes mammaires possedent encore d’autres sous-populations de
cellules souches ou progénitrices inconnues assurant des fonctions différentes selon le stade de

développement (Rios et al., 2014).

Des études récentes de tragage de lignage cellulaires (« lineage tracing ») ont permis de
suivre in vivo le devenir des diverses populations ayant des propriétés de cellules souches et
supportent I'existence d’au moins une population de cellules souches bipotentes ayant une
localisation basale le long des canaux. Celle-ci participerait a la fois a la prolifération survenant
lors de la puberté sous I'effet de I'cestrogéne et au maintien de I'épithélium adulte (Rios et al.,
2014). Cependant, il n’a toujours pas été déterminé si ces cellules sont distinctes des cellules
myoépithéliales. Des évidences récentes ont montré qu’une forte proportion des cellules
myoépithéliales, lorsque placées en présence d’agents interférant avec les interactions actine-
myosine, pouvaient reconstituer les glande mammaires murine lors de leur injection dans le
stroma mammaire murin (Prater et al., 2014). Ces données ont soulevé la question de savoir si
les propriétés de cellules souches dans la glande mammaire représentaient un état qui peut étre
activé dans toutes, ou du moins une large proportion, des cellules myoépithéliales plutét que

dans un sous-ensemble précis et restreint de cellules épithéliales (Prater et al., 2014).

Il a aussi été démontré qu’il existe des cellules souches/progénitrices induites lors de la
grossesse (« Parity Induced Mammary Epithelial Cells » ou PI-MEC). Celles-ci sont situées
dans la couche luminale des lobules et survivent a I'involution post-lactationnelle (Wagner et al.,
2002). Elles prolifereraient sous I'effet de la progestérone pour engendrer une partie des cellules

sécrétrices des acini (Chang et al., 2014). La question de savoir si elles participent uniquement
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a la prolifération des cellules luminales ou également a celle des cellules myoépithéliales reste

I'objet de controverse (Chang et al., 2014).

Le microenvironnement spécifique, appelé la niche, ainsi que la signalisation paracrine
des cellules voisines sont considérés comme des facteurs cruciaux dans le maintien de la
pluripotence des cellules souches embryonnaires et somatiques. L’interaction avec la matrice
extracellulaire (« extracellular matrix » ou ECM), impliquant des récepteurs de surface, joue un
réble clé dans la niche puisqu’elle module I'entretien, la prolifération, le renouvélement et la
différenciation des cellules souches (Gattazzo et al., 2014). Le contact direct avec les cellules
voisines est aussi considéré comme un €lément potentiellement déterminant de la niche (Chen
etal., 2013).

2.3.3 Stroma

L’épithélium étant dépourvu de vaisseaux sanguins et lymphatiques, il dépend du stroma pour
son approvisionnement en nutriments et en oxygéne. Chez I’humain, le stroma mammaire est
composé essentiellement de fibroblastes, d’adipocytes, de cellules leucocytaires et
d’endothélium, supportés par une ECM (Figure 3). Cette ECM est un mélange protéique
composé de collagéne de type |, de laminine, de fibronectine et de protéoglycanes. Plusieurs
éléments du stroma, dont la ECM, les fibroblastes associées au cancer (« cancer-associated
fibroblasts » ou CAFs) (Zhang et al., 2013a) et les macrophages associés aux tumeurs (Laoui et
al., 2011) jouent un réle important dans la communication croisée avec les cellules tumorales au
cours de la progression du cancer. D’ailleurs, le stade d’avancement des tumeurs du sein est
généralement déterminé en fonction du degré de modifications de la structure de I'épithélium,
mais également du stroma environnant. Bien qu’il ne soit pas défini si ce sont les changements
dans larchitecture des tissus qui influencent les cellules cancéreuses, et/ou les cellules
cancéreuses qui induisent le remodelage, il est clair que I'expression génique est en partie
dictée par le microenvironnement des tumeurs. Ainsi, la ECM est considérée comme un

participant actif, plutét qu’un « témoin », dans la différenciation cellulaire.

2.3.4 Membrane basale

Les cellules luminales, ainsi que les lésions tumorales pré-invasives qui en dérivent, sont
séparées physiquement du stroma par les cellules myoépithéliales, mais également par la
membrane basale recouvrant I'épithélium ramifié (Figure 1c). La composition de cette couche

continue de ECM différe de celle de la ECM stromale. La membrane basale est composée en
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grande partie de protéines telles que la laminine et le collagéne de type IV, interconnectées par
du nidogéne et du perlecan (Vidi et al., 2013). Elle contient aussi de la fibronectine, des

glycosaminoglycanes et des protéoglycanes (Sopel, 2010).

L’attachement des cellules basales ou luminales a cette membrane basale, par des
récepteurs tels que les intégrines, modifie la signalisation cellulaire contrélant I'architecture et
I'expression génique. Par exemple, il a été démontré que la polarisation adéquate des cellules
luminales dépendait de la présence de laminine 111, produite in vivo par les cellules
myoépithéliales (Gudjonsson et al., 2002). De plus, la production de R-caséine, une protéine du
lait, est contrélée par la signalisation laminine-1/Intégrine R1 (Streuli et al., 1991). Ainsi,
interaction cellule-matrice est d’'une importance capitale dans le développement normal et
pathologique des glandes mammaires. De plus, pour que les cellules tumorales puissent
envahir les tissus avoisinant et éventuellement se répandre par la circulation sanguine ou
lymphatique, soit elles doivent traverser la membrane basale, soit la membrane basale doit étre
dissociée ou modifiée (Ghajar et al., 2008). Une modification des protéines de la ECM ou de
leur organisation ainsi que de I'interprétation de ces signaux par les cellules peut donc rompre
I'organisation du tissu et mener au développement et a la progression de cancers (Ghajar et al.,
2008).
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Figure 3. Le stroma des glandes mammaires

Chez l'humain, le stroma est composé essentiellement de fibroblastes, d’adipocytes, de cellules
leucocytaires (éosinophiles, lymphocytes, T lymphocytes B, mastocytes) et d’endothélium, supportés par
une ECM. Cette ECM est un mélange protéique composé de collagéne de type I, de laminine, de
fibronectine et de protéoglycanes. Source : image adaptée de Lippincott Williams Wilkins 2003.

2.4 Le cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes, comptant pour 25% des
cancers féminins et affectant ainsi une femme sur huit (Canadian Cancer Statistics Advisory
Committee, 2018), avec plus de 2 millions de nouveaux cas diagnostiqués dans le monde en
2018 (Bray et al., 2018). Malgré les progrés effectués dans les traitements, le cancer du sein
reste le plus mortel des cancers féminins emportant 600 000 femmes dans le monde en 2018
(Bray et al., 2018).

Les tumeurs du sein sont généralement classées selon un stade (basé entre autres sur
la taille de la tumeur et sa progression dans les tissus voisins) et un grade (selon le degré de
prolifération et I'intégrité de la chromatine). De plus, le cancer est une maladie hétérogéne dans
laquelle la présentation histologique, les génes exprimés, le pronostic et la réponse aux
traitements varie grandement. Malgré cette hétérogénéité, il est possible de classifier les
tumeurs en différents sous-types. Initialement, cette classification reposait sur I'expression de
récepteurs : le récepteur aux estrogénes alpha, ER, encodé par le géne ESR1, le récepteur a la
progestérone, PR, encodé par PGR et le récepteur Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
(Her2) encodé par ERBB2. Ces récepteurs ont été associés a des pronostics différents et
représentaient également des cibles thérapeutiques pour différents traitements (Fendly et al.,
1990, Ward, 1973). Les profils d’expression génique des tumeurs permettent maintenant de
classifier les cancers du sein selon au moins cing sous-types moléculaires : luminal A (LumA),
luminal B (LumB), de type basal (basal), surexprimant Her2 (Her2e) et faible en claudines
(« claudin-low ») (Perou et al., 2000, Prat et al, 2010). Les tumeurs luminales sont
généralement caractérisées par I'expression des récepteurs ER et PR, tandis que la plupart des
tumeurs Her2e présentent une amplification génomique du chromosome 17 ou le géne de Her2,
ERBB2, est situé. Environ la moitié des tumeurs Her2e expriment ER. Les tumeurs de type
basal sont, pour la plupart, négatives pour ER, PR et Her2, compliquant le traitement, et
expriment les cytokératines basales (Sorlie et al., 2001, Sorlie et al.,, 2003). Un sous-type
caractérisé par la faible expression des claudines 3, 4 et 7 et de la E-cadhérine a également été
désigné comme sous-type faible en claudines (« claudin-low ») (Prat et al., 2010). Peu importe

le sous-type, dans 95% des cas, la mortalité est associée a 'invasion des tissus avoisinants et a
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la propagation pour former des métastases (Zhang et al., 2009). Il est donc crucial de bien
comprendre les mécanismes reliés a la progression des tumeurs vers le stade métastatique afin

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Afin de compléter leur périple pour former des métastases, les cellules cancéreuses sont
soumises a de multiples pressions sélectives dans des microenvironnements variés (Figure 4).
Elles doivent d’abord se libérer de I'adhésion aux cellules avoisinantes, tumorales ou normales,

et acquérir un phénotype invasif plus motile (Figure 4A). Elles doivent ensuite traverser la
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Figure 4. La progression métastatique des cellules de la tumeur primaire vers un site
secondaire

A, Les cellules cancéreuses doivent d’abord se libérer de I'adhésion aux cellules, tumorales ou normales,
et acquérir un phénotype invasif plus motile. B, Elles doivent ensuite traverser la membrane basale qui
sépare les cellules néoplastiques du stroma. Une fois en contact avec le stroma, elles doivent remodeler
la ECM afin d’envahir les tissus avoisinants et s’intravaser dans la circulation sanguine ou lymphatique. C,
Elles doivent ensuite voyager jusqu’au site secondaire tout en échappant a I'anoikis, une forme
spécialisée de mort programmée survenant normalement lors de la perte d’adhésion a la ECM et de la
signalisation des intégrines. D, Une fois parvenue au site secondaire, elles devront adhérer a
'endothélium vasculaire, traverser par extravasation jusqu’au site métastatique, survivre dans ce nouvel
environnement (E) et proliférer (F). Source : adapté de Chaffer et al. (2011).

membrane basale qui sépare les cellules néoplastiques du stroma dans les stades précoces, si
celle-ci est toujours présente. Une fois en contact avec le stroma, elles doivent remodeler la
ECM afin d’envahir les tissus avoisinants et s’intravaser pour entrer dans la circulation sanguine
ou lymphatique (Figure 4B). Les cellules tumorales circulantes (« circulating tumor cells » ou
CTCs) doivent ensuite voyager jusqu’au site secondaire tout en échappant a I'anoikis, une
forme spécialisée de mort programmée survenant normalement lors de la perte d’adhésion a la

ECM et de la signalisation des intégrines (Figure 4C). Une fois parvenue au site secondaire,
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elles devront encore adhérer a I'endothélium vasculaire, traverser par extravasation jusqu’au
site métastatique (Figure 4D). La séquestration des CTCs dans le lit capillaire, d0 a leur taille
plus grande que les vaisseaux sanguins, facilite leurs interactions avec les parois des
vaisseaux. Les cellules doivent alors adhérer activement aux parois afin de compléter une
nouvelle migration transendothéliale (Mehlen et al., 2006). Les cellules tumorales devront migrer
dans le tissu et y survivre (Figure 4E), et finalement proliférer dans leur nouvel environnement
(Figure 4F) (Heerboth et al., 2015, Samatov et al., 2013). Ce processus métastatique est
hautement inefficace et seulement quelques cellules cancéreuses arriveront a coloniser avec

succes les organes distants (Mehlen et al., 2006).

2.4.1 La transition épithéliomésenchymateuse (ou EMT)

La transition épithéliomésenchymateuse (« epithelial to mesenchymal transition » ou EMT) est
un programme développemental activé pendant le développement normal et lors de la
cicatrisation. Elle méne a une perte des propriétés épithéliales au profit de caractéristiques
mésenchymateuses (Figure 5). LEMT implique linhibition de I'adhésion cellules-cellules par les
protéines de jonctions adhérentes comme E-cadhérine, une augmentation concomitante de
'expression de N-cadhérine, une perte de la polarité, un remodelage des protéines
cytosquelettiques pour passer des cytokératines a la vimentine, et finalement I'acquisition de la
capacité de migration et d’invasion (Samatov et al., 2013). Dans le cancer, TEMT est activée de

facon aberrante. Il est généralement considéré qu’elle est un prérequis a la progression
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Figure 5. L’EMT

L’EMT implique la transition d’'une cellule épithéliale polarisée vers un phénotype mésenchymateux plus
motile et sécrétant des composantes de la ECM. Certains marqueurs identifiant chacun de ces
phénotypes sont identifiés. La colocalisation de ces deux ensembles de marqueurs distincts définit un
phénotype intermédiaire de 'EMT, caractérisant les cellules n’ayant subi qu’'une EMT partielle. Source :
adapté de (Kalluri et al., 2009).
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métastatique puisqu’elle procure aux cellules plusieurs des caractéristiques nécessaires a la
progression telles qu'une capacité a migrer, a remodeler la ECM et a envahir les tissus

avoisinants (Samatov et al., 2013).

L'EMT et son processus inverse, la transition mésenchymateuse a épithéliale
(« mesenchymal to epithelial transition » ou MET), sont traditionnellement dépeints comme des
états bistables engendrés par une boucle mutuellement inhibitrice entre deux ensembles de
facteurs de transcription et permettant deux destins cellulaires distincts. Cependant, un
phénotype EMT partiel (aussi appelée hybride, intermédiaire ou incomplet) ou les cellules
affichent des traits a la fois épithéliaux et mésenchymateux est de plus en plus reconnu (Figure
5) (Jolly et al., 2015). Les cellules dans cet état conservent souvent les jonctions cellulaires,
mais acquiérent des capacités d’invasion et de migration (Phillips et al., 2014a). Il a été suggeéré
que la capacité des cellules métastatiques a acquérir cet état d'EMT partiel posait un risque
métastatique plus élevé chez les patients cancéreux qu’'un phénotype EMT complet (Jolly et al.,
2015). En effet, le phénotype EMT partiel jouerait un réle important dans le processus de
métastase, car il permettrait la migration collective des cellules. Les cellules entreraient dans la
circulation sous forme d’amas (« clusters »), ce qui leur conférerait un avantage de survie (Aceto
et al., 2014). Ces groupes de cellules résistent davantage a l'anoikis et ont un potentiel
d'initiation tumoral plus important que les cellules circulantes uniques, méme lorsque ces

derniéres possédent un phénotype mésenchymateux complet (Jolly et al., 2015).

2.4.2 Le role des cellules basales dans le cancer du sein

De par leur localisation entre les cellules luminales et le stroma, les cellules basales forment,
avec la membrane basale qu’elles sécrétent, une barriere physique limitant la capacité de
migration et d’invasion des cellules cancéreuses. Elles limitent également le dialogue entre les
cellules cancéreuses et les éléments du stroma, limitant la progression du cancer (Zhang et al.,
2009). Ainsi, une désorganisation de cette barriere basale est observée avec la progression
vers l'invasion des tissus avoisinants et est associée a des modifications fonctionnelles des
cellules luminales telles qu’'une expression diminuée des récepteurs a I'estrogéne (Zhang et al.,
2009), un index de prolifération cellulaire plus élevé et une augmentation de I'expression de
génes associés a une motilité accrue et a I'angiogenése (Sopel, 2010). L’altération de la
membrane basale est aussi associée a la propagation des tumeurs vers des sites distants

(métastases) (Sopel, 2010). Les cellules basales comportent des cellules myoépithéliales ainsi
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que des cellules souches/progénitrices qui ont chacune un réle important, quoique distinct, dans

la cancérogenése.

Le réle des cellules myoépithéliales dans le cancer du sein

Dans le développement, les cellules myoépithéliales jouent un rble important, exprimant
plusieurs morphogénes et facteurs de croissance régulant de fagon précise la morphogenése
dans les glandes mammaires normales (Pandey et al., 2010). Les cellules myoépithéliales
normales sont responsables de la production de plusieurs substances agissant sur le
comportement des cellules tumorales et sont considérées comme des suppresseurs de tumeur
(Hu et al., 2008). En plus de produire la majorité des composantes de la membrane basale, les
cellules myoépithéliales sécrétent une quantité relativement élevée d’inhibiteurs d’angiogenése
(maspine, TIMP1, thrombospondine-1, et la forme soluble du récepteur du facteur de croissance
fibroblastique (« Fibroblast growth factor»), des inhibiteurs de protéinases (maspine,
'antitrypsine a1-AT (SERPINAT)), les protéases nexine-ll (PNPII/APP) et TIMP1 (Barsky et al.,
2005). Il a été démontré que les cellules myoépithéliales inhibent la prolifération des cellules
cancéreuses et I'invasion, a la fois dans les expériences de co-culture et dans les xénogreffes
(Polyak et al., 2005). Elles limiteraient physiquement et chimiquement I'expansion tumorale ainsi
que les échanges entre les cellules cancéreuses et le stroma permissif tumoral environnant
(Barsky et al., 2006, Ingthorsson et al., 2015, Pandey et al., 2010, Polyak et al., 2005, Sopel,
2010). Les cellules myoépithéliales inhiberaient les fonctions des cellules tumorales par une
action combinée sur la différenciation, la polarisation, la prolifération, I'apoptose, la motilite,
'invasion et 'angiogenése (Adriance et al., 2005). La présence de cellules myoépithéliales dans
les tumeurs est ainsi considérée comme un facteur pronostique favorable (Pandey et al., 2010,
Sopel, 2010). Cependant, plusieurs des mécanismes expliquant ces observations restent a étre
élucidés (Sopel, 2010).

Dans la progression du cancer, la perte de la couche basale est une condition préalable
a la transition d'un carcinome in situ a un carcinome invasif. Bien que les processus conduisant
a cette transition soient actuellement peu connus (Pandey et al., 2010), ils pourraient étre induits
soit par les cellules cancéreuses envahissant les tissus voisins (modéle échappement ou
« escape ») ou par la perte de la couche basale permettant l'invasion (modéle « release »)
(Polyak et al., 2005). Dans les deux cas, plusieurs mécanismes pourraient contribuer a la perte
des cellules myoépithéliales, tels que Tlactivité protéolytique, soit des cellules tumorales
voisines, soit des cellules myoépithéliales elles-mémes (Hildenbrand et al., 2004, Hu et al.,

2008), I'élimination par apoptose, I'absence de différenciation adéquate des cellules souches
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(Hu et al., 2008, Polyak et al., 2005), une association physique avec des cellules immunitaires

associées au cancer (Song et al., 2014) ou la prolifération trop rapide des cellules luminales .

Si les cellules myoépithéliales jouent un role de suppresseur de tumeur dans les tissus
normaux, celles-ci pourraient cependant contribuer a la progression lors des stades plus
avancés. Il a été démontré que les cellules myoépithéliales associées au cancer étaient
drastiguement modifiées (Allinen et al., 2004, Polyak et al., 2005). Celles-ci exprimaient
plusieurs cytokines et autres molécules favorisant la progression des tumeurs. Elles auraient
une capacité altérée a produire la laminine-111 (Gudjonsson et al., 2002), une composante de
la membrane basale impliquée dans les quiescence et la polarisation des cellules luminales
(Spencer et al., 2011). Cette altération des cellules myoépithéliales favoriserait ainsi une

désorganisation du tissu cancéreux (Pandey et al., 2010).

Si la membrane basale produite par les cellules myoépithéliales agit sur les cellules
luminales, il a également été suggéré qu’inversement, les interactions avec les cellules
luminales pourraient en retour influencer la production des composantes de cette couche par les
cellules myoépithéliales. Holliday et al. (2009) ont démontré que les cellules myoépithéliales
primaires normales, en présence de cellules luminales normales, secrétaient certaines protéines
de la membrane basale tandis que cette capacité était perdue en présence de cellules luminales

malignes (cellules MCF-7).

Le réle des cellules souches et progénitrices dans le cancer du sein

Les cellules souches et progénitrices jouent un rdle important dans les tumeurs, potentiellement
en engendrant I'hétérogénéité. Le cancer du sein est une maladie hétérogéne en terme de
morphologie, d’index prolifératif, de lésions génétiques, de pronostic et de réponse aux
traitements (Visvader, 2011). De plus, chaque tumeur est elle-méme hautement hétérogéne
dans son statut génétique et épigénétique, son expression des génes et des protéines ainsi que
dans sa structure morphologique. Bien que des progrés récents permettent de mieux
comprendre la nature de cette hétérogeénéité inter- et intratumorale contribuant a la récurrence
(Yang et al., 2014), d’'importantes lacunes rendent le diagnostic et le pronostique plus ardu,
complexifient le traitement (Smalley et al., 2013). La compréhension des mécanismes menant a
cette hétérogénéité constitue donc une question centrale dans I'étude de la biologie du cancer
(Visvader, 2011). Au moins deux modeéles ont été proposés afin d’expliquer I'hétérogénéité
intertumorale : le modéle des cellules souches cancéreuses (ou modéle hiérarchique) et le

modele de la cellule d’origine (ou modéle stochastique) (Figure 6).
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Figure 6. Principaux modeéles proposés afin d’expliquer I’hétérogénéité intertumorale

A, Le premier modéle, dit des « cellules souches cancéreuses » stipule pour sa part que les cellules
souches cancéreuses observées dans les tissus normaux sont a l'origine des différents sous-types de
tumeurs. B, Le deuxiéme modéle, dit de la « cellule d’origine », stipule que chaque type cellulaire non
différentié a le potentiel d’acquérir les modifications génétiques et épigénétiques pour engendrer des
tumeurs. Chaque type de cellule engendrerait un sous-type de cancer spécifique. Source : adapté de
Visvader (2011).

D’une part, le modéle des « cellules souches cancéreuses » (Figure 6A) stipule que les
tumeurs sont organisées de fagon hiérarchiqgue avec au sommet les cellules souches
cancéreuses distinctes des autres cellules composant la tumeur (Visvader, 2011). Ces cellules
non-différenciées possederaient la capacité a s’auto-renouveler a long terme et de générer des
cellules tumorales plus différenciées. La capacité a générer de nouvelles tumeurs, lorsque
placées dans un nouveau tissu, serait donc spécifique a ce sous-ensemble de cellules souches

cancéreuses. Celles-ci contribueraient ainsi a I'’établissement et a la croissance des tumeurs.

Une sous-population des cellules cancéreuse possédant des propriétés de cellules
souches pourrait potentiellement initier le cancer, entrainer sa progression (Smalley et al., 2013)
et contribuer a la propagation métastatique (Luo et al., 2015). Ces cellules souches
cancéreuses posséederaient une capacité illimitée a proliférer et leur capacité a se différencier en
différents types cellulaires résulterait en une hétérogénéité intratumorale. Leur quiescence
relative et leur capacité a expulser divers composés dont divers agents chimio thérapeutiques
en dehors de leur cytoplasme contribueraient aussi a la résistance aux traitements ciblant les

cellules proliférant activement (Smalley et al., 2013).

Au vu de la ressemblance entre les cellules souches normales et cancéreuse, ainsi que
leur existence prolongée pendant laquelle elles peuvent accumuler séquentiellement des

mutations génétiques, les cellules souches mammaires normales ont donc été proposées
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comme étant des candidates potentielles a la transformation cancéreuse (Visvader et al., 2014).
Un nombre croissant d’évidences indique qu’une dérégulation de la niche des cellules souches
joue un réle prépondérant dans la progression tumorale. La régulation précise du
renouvelement des cellules souches et de la différenciation serait déterminante dans le maintien
d’'un équilibre entre le nombre de cellules souches et leur progéniture différenciée. Il a
cependant été suggéré que la plasticité des cellules mammaires cancéreuses de divers types,
conjointement a des mutations, pourrait également permettre la dédifférenciation en cellules
souches cancéreuses (non illustré) (Visvader et al., 2014). Ainsi, il reste a déterminer si les
cellules souches cancéreuses proviennent effectivement de la dérégulation des cellules

souches normales ou d’autres types cellulaires et cette question est toujours I'objet de débats.

D’autre part, un modéle dit de la « cellule d’origine » (« cell of origin »), stipule plutt que
tous les types cellulaires non-différenciés, accumulant des modifications génétiques et
épigénétiques, peuvent acquérir la capacité a proliférer a former des tumeurs (Figure 6B, Figure
7) (Wang et al., 2013). Les cellules souches seraient a I'origine du sous-type rare et agressif de
cancer du sein (Lim et al, 2009a) : les cancers faibles en claudines (Lim et al., 2009a).
Plusieurs évidences supportent l'idée que le sous-type basal proviendrait des cellules
progénitrices luminales (Lim et al., 2009a, Molyneux et al., 2010, Smalley et al., 2013). Les
sous-types luminal et Her2 semblent plus prés des cellules luminales matures et potentiellement
des PI-MEC (Lim et al., 2009a, Prat et al., 2010, Visvader et al., 2014, Wagner et al., 2013).

En paralléle, un modele dit de '« évolution clonale » pourrait également contribuer a
'hétérogénéité dans les deux modéles précédents. Il suggére pour sa part que parmi les
cellules cancéreuses, celles qui possédent le plus grand potentiel de prolifération deviendront
majoritaires au sein de la tumeur et que ces dominantes dans la population principales auraient

toutes la méme capacité a initier de nouvelles tumeurs (Visvader et al., 2008).
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Figure 7. Modéle de la cellule d’origine

Le modele de la cellule d’origine implique qu’il existe une relation entre les sous-types de tumeur et la
hiérarchie des cellules mammaires (dont un modele potentiel est illustré ici). Les cinq principaux sous-
types de tumeurs sont indiqués ainsi que les types cellulaires de la glande mammaire humaine normale
représentant la contrepartie la plus similaire en termes de profil d’expression. Source : adapté de Visvader
et al. (2014).

Ny

Ces différents modéles ne sont probablement pas mutuellement exclusifs et pourraient
chacun contribuer, dans une certaine mesure, a générer I'’hétérogénéité des tumeurs. Ces
données soulignent cependant I'importance de mieux comprendre les processus gouvernant la
hiérarchie de différenciation normale et pathologique de I'épithélium mammaires afin d’élucider

les mécanismes de progression du cancer.

2.4.3 EMT et cellules souches

De plus en plus d’évidences démontrent que les cellules souches cancéreuses peuvent étre
engendrées a partir des cellules cancéreuses épithéliales luminales via 'EMT (Kong et al.,
2011). Il a d'abord été montré que le passage de cellules épithéliales mammaires différenciées,
néoplasiques ou normales, par I'EMT induite par une surexpression Twist ou Snail, confére des
traits mésenchymateux associés a des cellules malignes, mais aussi de nombreuses
caractéristiques associées aux cellules souches mammaires. L'EMT a ainsi été associée avec
'’émergence de caractéristiques associées aux cellules souches, incluant la plasticité, qui

contribuent a I'hétérogénéité des tumeurs. Les propriétés de cellules souches acquises via
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'EMT ont aussi été liées a la résistance aux traitements et aux rechutes attribuables a la fois a
la résistance a I'apoptose de ces cellules, leur quiescence relative, leur capacité a expulser les
agents chimiothérapeutiques hors de leur cytoplasme et leur capacité a s’auto-renouveler
(Mallini et al., 2014).

2.4.4 Le stroma et le cancer du sein

Le microenvironnement, incluant le stroma, joue un réle important pendant la progression du
cancer (Buchsbaum et al., 2016). Les tumeurs solides sont souvent associées avec une
augmentation de la production et du remodelage de la ECM, un état fibrotique appelé
desmoplasie ou le stroma associé au cancer est qualifié de « réactif » (Zhang et al., 2013a) et
au sein duquel les fibroblastes jouent un rdle primordial. Le stroma tumoral se caractérise
également par une altération des cellules immunitaires (Standish et al., 2008) et une
augmentation de l'angiogenése (Longatto-Filho et al., 2010). Nous nous concentrerons ici

uniquement sur les fibroblastes.

Les CAFs sont les principales cellules composant le stroma tumoral (Buchsbaum et al.,
2016). Alors que les fibroblastes normaux démontrent une capacité a supprimer la progression
tumorale (Romer et al.,, 2013, Sadlonova et al., 2007), les CAFs s’engagent dans une
communication croisée avec les cellules cancéreuses et favorisent ainsi la prolifération, la

survie, 'angiogenése et l'invasion (Figure 8) (Ohlund et al., 2014, Yamaguchi et al., 2015).

I a été démontré que les CAFs se transdifféerencient sous l'influence des cellules
tumorales a partir de plusieurs types cellulaires incluant les fibroblastes résidents, les cellules
tumorales, les cellules souches mésenchymales dont certaines dérivées de la moelle osseuse,
des cellules inflammatoires, les péricytes ainsi que des cellules endothéliales, des muscles
lisses et les adipocytes adjacents, formant ainsi une population hétérogéne (Figure 9) (Ohlund
et al., 2014, Petersen et al., 2003, Yamaguchi et al., 2015, Zhang et al., 2013a). Dans les
glandes mammaires, certaines évidences ont suggeré que la population de CAFs pourrait
provenir de plusieurs de ces sources dont les fibroblastes (Ronnov-Jessen et al., 1995) et les
cellules épithéliales tumorales (Petersen et al., 2003, Radisky et al., 2008, Wernert et al., 1998).

En dépit du fait que cette question ait rarement été explorée, il est généralement considéré que
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Figure 8. Interactions entre les différentes composantes du stroma activé et les cellules
tumorales

Les différents types cellulaires présents dans le cancer du sein interagissent au cours de la progression
tumorale. Les cellules tumorales recrutent et activent des cellules en CAFs, lesquels agissent en retour
sur le microenvironnement de la tumeur. Ainsi, la communication croisée entre les cellules tumorales et le
stroma avoisinant favoriserait la prolifération, la survie et I'invasion des cellules tumorales. Source: adapté
de http://www.mdpi.com/2072-6694/6/3/1363/htm

dans le cancer du sein, les CAFs ne proviennent pas des cellules myoépithéliales, malgré leur
ressemblance morphologique et leur profil d’expression similaire (Ohtani et al., 1980, Polyak et
al., 2005). Cependant, certaines études ont tout de méme suggéré que les cellules
myoépithéliales  pouvaient potentiellement contribuer aux CAFs sur la base
d’immunomarquages de tumeurs chez le chien et le rat (Beha et al., 2012, Petersen et al.,
2001).

Ces différents types cellulaires sont recrutés et activés, ou « éduqués », par les cellules
cancéreuses suite a la stimulation par des facteurs activateurs de fibroblastes par la

signalisation paracrine. Un des facteurs les plus puissants et les mieux étudiés est le facteur de
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Figure 9. Les sources possibles de CAFs au cancer

Les sources possibles de CAFs: les fibroblastes résidents via la transdifférenciation de fibroblaste a
myofibroblaste (« fibroblast to myofibroblast transdifférenciation » ou FMT), les cellules cancéreuses via la
transition épithéliomésenchymateuse (EMT), les cellules endothéliales via la transition endothélio-
mésenchymateuse (« endothelial to mesenchymal transition » ou EndMT), les cellules souches
mésenchymales de la moelle osseuse, les péricytes, les cellules des muscles lisses, les adipocytes et les
cellules inflammatoires. Source : adapté de Zhang et al. (2013a).

croissance transformant (« transforming growth factor beta 1» ou TGF-B1), mais d’autres
facteurs comme le PDGF et le FGF2 et I'lL6 (Figure 8) (Ohlund et al., 2014, Zhang et al., 2013a)
ainsi que la signalisation de la voie de WNT, Notch et Hedgehog ont aussi été identifiés (Hu et
al., 2013). Il a également été rapporté que les fibroblastes pouvaient étre activés par des
cytokines et des exosomes provenant des cellules néoplastiques, I'hypoxie et les espéce

d’oxygéne réactives (« reactive oxygen species ») (Ohlund et al., 2014).

Suite a leur activation, les CAFs subissent d’importantes modifications de leur
transcription ainsi que des modifications de leurs micro-ARN et de leur épigénome comme une
hypométhylation généralisée (Allinen et al., 2004, Ohlund et al., 2014). Les CAFs sont identifiés
par leur expression de a-SMA, indiquant également leur capacité a se contracter, d’ou leur
désignation de myofibroblastes (Ohlund et al., 2014). Dans le processus de guérison normale,

au cours duquel les CAFs sont normalement activés, les contractions servent a rapprocher les

39



coOtés opposés d’'une blessure. D’autres marqueurs de CAFs ont été proposés telles que la
vimentine, la protéine activatrice des fibroblastes (« Fibroblast activation protein » ou FAP),
S100A4, ainsi que des facteurs de croissance des plaquettes sanguines et leurs récepteurs
(« Platelet derived growth factor receptor » A et B ou PDGFRA et PDGFRB) (Augsten, 2014,
Ohlund et al., 2014, Yamaguchi et al., 2015, Zhang et al., 2013a). Malheureusement, aucun de
ces marqueurs n’est exclusif aux CAFs, ni ne marque la totalité de ceux-ci, montrant la diversité
de cette population (Augsten, 2014, Ohlund et al., 2014, Yamaguchi et al., 2015, Zhang et al.,
2013a). De plus, la distinction moléculaire entre les fibroblastes normaux et ceux associés au
cancer, mais aussi entre ces cellules et les cellules myoépithéliales ou les cellules épithéliales
subissant TEMT, n’a toujours pas été définie avec précision (Allinen et al., 2004, Petersen et al.,
2001, Polyak et al., 2005).

Lorsqu'ils sont activés, on pense que les CAFs influencent profondément la biologie de
la tumeur en fournissant un microenvironnement favorable a la progression du cancer. Par
exemple, les CAFs produisent plusieurs facteurs de signalisation solubles (TGF-3, CTGF, HGF,
IGF, NGF, bFGF, membres de la famille WNT, CCL7 et CXCL12) qui agissent a la fois de
maniére autocrine, pour soutenir leur propre activation, et de maniére paracrine stimulant la
prolifération et I'invasion chez les cellules cancéreuses (Ohlund et al., 2014). lIs favorisent aussi
'angiogenése, la lymphangiogenése, et coordonnent I'inflammation chronique par la modulation

de cytokines inflammatoires (Figure 8) (Buchsbaum et al., 2016, Ohlund et al., 2014).

Les CAFs modifient aussi le microenvironnement par production de ECM (collagénes,
laminines, fibronectine, lysyl oxydase ou LOX) et des enzymes de remodelage de la ECM
(métalloprotéinases matricielles ou MMP, PLAU, FAP, SERPIN, LOX) qui relachent des facteurs
de croissances liés a 'lECM (Buchsbaum et al., 2016, Yu et al., 2014b, Zhang et al., 2013a).
Des modifications de I'orientation des fibres de 'ECM et de la réticulation (« cross-linking ») de
cette ECM remodelée entrainent une rigidification du tissu, détectée par les cellules tumorales
par meécanotransduction via les intégrines. Ces modifications favoriseraient le phénotype
métastatique et la migration des cellules tumorales (Ohlund et al., 2014, Stanisavljevic et al.,
2015, Yamaguchi et al., 2015). La capacité de remodelage des CAFs leur permet également de
dégrader I'ECM lors de l'invasion des tissus adjacents, initiant des pistes facilitant par la suite la
migration des cellules cancéreuses (Gaggioli et al., 2007, Yamaguchi et al., 2014). Les contacts
directs semblent étre nécessaires pour ce processus de co-invasion car les cellules
cancéreuses seules ou cultivées dans des milieux conditionnés par les CAFs ne montrent pas

un comportement aussi invasif (Yamaguchi et al., 2014). On pense que les CAFs contribuent
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aussi a la progression du cancer d’'une multitude d’autres fagons, notamment en activant les
récepteurs de surface des cellules tumorales (PARs), par la MMP, en régulant les propriétés
des cellules souches cancéreuses, en favorisant un contexte inflammatoire et en modulant le
systéme immunitaire afin d’aider les cellules néoplasiques a échapper a la détection (Ohlund et
al., 2014).

Finalement, en plus de faciliter I'invasion au site de la tumeur primaire, il a été suggéré
que les CAFs pourraient jouer un rdle dans la progression du cancer plus en aval, dans la
cascade meétastatique. Des études antérieures ont montré que les cellules tumorales de
carcinome du poumon (Duda et al., 2010) ainsi que les cellules tumorales pancréatiques (Xu et
al., 2010) pouvaient étre accompagnées par des cellules stromales, y compris des fibroblastes,
pour faciliter la métastase. Dans le cancer du sein, il a été démontré que les cellules exprimant
le FAP et a-SMA, deux marqueurs des CAFs, circulaient dans le sang des patients atteints d'un
cancer du sein métastatique (Ao et al, 2015). Ces cellules ont été détectées dans une
proportion plus élevée chez les patients métastatiques que chez les patients non-métastatiques,
alors qu'elles n'ont pas été détectées chez les donneurs sains (Ao et al., 2015). L'absence de
cytokératine a été mise de I'avant comme preuve de l'origine mésenchymateuse de ces cellules
(Ao et al., 2015). Cependant, I'absence de cytokératine ne garantit pas que les cellules étudiées
n'étaient pas des cellules tumorales ayant subi 'TEMT (Flenniken et al., 2005). De plus, FAP et a-
SMA ne sont pas spécifiques aux CAFs et peuvent étre exprimés par d'autres types cellulaires
(Paterlini-Brechot et al., 2007, Polioudaki et al., 2015). Le réle des myofibroblastes dans les

métastases du cancer du sein reste donc a étre précisé.

2.5 GJA1 une protéine des jonctions gap

Dans les tissus sains, les cellules doivent communiquer adéquatement entre elles afin d’assurer
'organogenése et le maintien de I'intégrité du tissu. Cette fonction est assurée en partie par les
jonctions lacunaires (mieux connues sous l'appellation de jonctions gap). Une dérégulation de

ces jonctions est généralement associée au cancer.

2.5.1 Les jonctions gap

Les jonctions gap (Figure 10A) sont composées d’'une multitude de canaux protéiques (Figure
10B). Chacune des deux cellules qui forment un canal de jonction gap y contribue par la

synthése d’'un demi-canal (« hemichannel »), ou connexon (Figure 10C) qui s’apparie au

41



connexon de la cellule voisine. Chaque connexon est composé de six protéines
transmembranaires appelées connexines (Cxs) (Figure 10D) (Aasen et al., 2018). |l existe vingt-
et-une Cxs différentes chez I'humain et la plupart des types cellulaires expriment une ou
plusieurs de ces Cxs. La plupart comportent une longue portion C-terminale localisée dans le
cytoplasme sous forme de protéine intrinséquement désorganisée (« intrinsically disorganized
protein » ou IDP) (Figure 20) (Sorgen et al., 2004).
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Figure 10. Les jonctions gap sont composées de connexines

A, Les jonctions gap, ou plaques jonctionnelles, sont formées d’une multitude de canaux de jonction gap
(B) constitués de deux connexons (C) provenant de deux cellules voisines. Chaque connexon est
composé de six connexines (D), des protéines possédant quatre domaines transmembranaires. Source :
image originale de Mélanie Busby.

Les jonctions gap facilitent la communication directe entre le cytoplasme de cellules
adjacentes. Les molécules de moins de 1 kDa, telles que les acides aminés, les nucléotides, le
glucose, les micro-ARN, les seconds messagers (Ca2+, ATP, AMPc, GMPc, IP3), peuvent
traverser les canaux des jonctions gap et ainsi coupler les cytoplasmes des cellules voisines, un
processus appelé communication intercellulaire par les jonctions gap (« Gap Junctional
Intercellular Communication » ou GJIC) (Aasen et al., 2016). Les jonctions gap interviennent
dans plusieurs aspects de la vie cellulaire incluant la prolifération, la différenciation, I'apoptose,
la migration et lI'invasion. Ces multiples fonctions peuvent étre associées soit au transfert direct
d’ions et de métabolites entre deux cellules via la GJIC, a un transfert entre une cellule et le
milieu extracellulaire via des connexons non-appariés (« hemichannel ») ou a une signalisation
indépendante de la GJIC (Dbouk et al., 2009).
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2.5.2 Les connexines dans les glandes mammaires

Dans les glandes mammaires, diverses Cxs sont exprimées de fagon différentielle selon le type
cellulaire et le stade de développement (Dianati et al., 2016). La plupart des études rapportent
que la Cx26 est la principales connexine exprimée dans les cellules luminales (Monaghan et al.,
1996, Pozzi et al., 1995). Cx30 et Cx32 ont également été rapportées dans les cellules
luminales murines, et il a été démontré que tout comme la Cx26, leur expression était
augmentée pendant la gestation et la lactation, mais généralement indétectable pendant les
autres stades (Dianati et al., 2016, Locke et al., 2004, Pozzi et al., 1995, Talhouk et al., 2005).
L’expression plus spécifique de Cx30 et Cx32 pendant la grossesse pourrait expliquer le fait que
Cx30 et Cx32 n'ont peu ou pas été observées chez I'’humain, puisque les études utilisant ces
stades sont plutét rares. Des études plus récentes ont toutefois rapporté que les cellules
luminales humaines exprimaient aussi Cx32 et Cx30 (Teleki et al., 2014). Certaines indications
suggérent que d’autres connexines pourraient étre exprimées dans les glandes mammaires
humaines normales ou dans le cancer du sein, telle que Cx46 (Teleki et al., 2013, Teleki et al.,

2014). Enfin, les glandes mammaires expriment aussi la Gap Junction protein alpha 1 ou GJA1.

2.5.3 GJA1

La Cx43, encodée par le géne GJA1, est une des connexines les plus répandues chez I'humain
(Musil et al., 1990). Une dérégulation de GJAT dans les glandes mammaires a été associée a la
progression du cancer du sein. Ainsi, une connaissance plus approfondie de la localisation
précise de GJAT dans les divers sous-types cellulaires de I'épithélium mammaire normal et une
meilleure compréhension de son réle pourrait permettre d’éclaircir certains mécanismes de

cancérogenese.

Expression de GJA1 dans les glandes mammaires

Dans les glandes mammaires, il est bien établi qu’on retrouve GJA1 principalement dans les
cellules myoépithéliales, surtout dans les canaux, mais aussi dans les lobules (Figure 11)
(Dianati et al., 2016, Monaghan et al., 1996, Yamanaka et al., 1997). Des jonctions gap ont été
observées dans les cellules myoépithéliales lors d’analyses ultrastructurales (Monaghan et al.,
1996), tandis que I'immunohistochimie a révélé que celles-ci étaient composées de GJA1
(Jamieson et al., 1998, Monaghan et al., 1996, Pozzi et al., 1995). Il a également été suggeéré
que GJAT serait exprimée dans les cellules luminales. Des études par immunomarquages ont

rapporté GJA1 a la jonction entre les cellules myoépithéliales et luminales dans des souris
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BALB/C et C57BL/6 pendant les périodes de gestation et de lactation sans toutefois que des
marqueurs spécifiques des cellules luminales ne confirment les observations (Dianati et al.,
2016, Talhouk et al., 2005).

Cellule luminale

Acinus
Cellules myoépithéliales

Figure 11. lllustration en 3D de I'expression de GJA7T dans les cellules myoépithéliales d’un
lobule comportant plusieurs acini

Les cellules basales (en vert pale), de forme allongée, forment une couche discontinue, en forme de filet,
autour des acini dans les glandes mammaires vierges, structures qui produiront le lait pendant la
grossesse. GJA1 (en rouge) est surtout exprimée dans les cellules myoépithéliales. Image originale par
Mélanie Busby.

Chez I'humain, les premiéres suggestions que GJA1 serait exprimée dans les cellules
luminales proviennent de [l'observation de jonctions gap entre les couches luminale et
myoépithéliale (Pitelka et al., 1973). Cependant, les connexines impliquées n’avaient pas été
identifiées. A notre connaissance, les seules autres données concernant I'expression de GJAT
dans les cellules luminales proviennent essentiellement d’une étude utilisant des cultures
primaires de cellules luminales EMA* (MUC1) séparées par tri cellulaire activé magnétiquement
(« Magnetic activated cell sorting » ou MACS) (Monaghan et al., 1996). Dans cette étude, des

marquages d’'immunofluorescence avec un anticorps spécifique a GJA1 n’ont d’abord pas
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permis d’identifier une expression luminale de GJA1, a la fois in vivo et in vitro. La méme étude
a rapporté la présence de GJA1 in vitro suite a une analyse par immunobuvardage de type
western (western blot). Cependant, cette démonstration était basée sur le poids moléculaire des
signaux obtenus a I'aide d’un anticorps pan-connexine. Le transcrit de GJA7 a cependant été
identifi¢ dans les cellules luminales in vitro par réaction en chaine par polymérase
(« polymerase chain reaction » ou PCR) (Monaghan et al., 1996). Chez I'humain, au meilleur de
notre connaissance, la démonstration de I'expression de la protéine GJA1 dans les cellules

luminales in vivo n’a donc toujours pas été clairement établie.

Finalement, certaines évidences indiquent que GJA1 serait également présente dans les
fibroblastes chez la souris, le rat et 'humain (Tomasetto et al., 1993, Woodward et al., 1998),

ainsi que dans les cellules endothéliales (Pollmann et al., 2005, Yuan et al., 2015).

GJAT1 et les cellules souches/progénitrices

La compréhension actuelle de la distribution de GJA1 dans les différents types cellulaires des
glandes mammaires a été élaborée avant que l'existence des cellules souches et cellules
progeénitrices dans les glandes mammaires ne soit clairement reconnue. Bien que certaines
données laissent croire que GJA1 serait exprimée par les cellules souches présentes dans la
couche basale, le statut des cellules souches/progénitrices mammaires quant a I'expression de

GJAT ne fait pas I'objet de consensus.

Certaines évidences supportent un réle pour GJA7 dans la pluripotence, une
caractéristique des cellules souches. GJA71 serait exprimée dans les cellules souches
embryonnaires (Huettner et al., 2006), permettrait d’isoler des cellules pluripotentes adultes
dérivées de la créte neurale (Pelaez et al., 2013), serait associée au maintien de la multipotence
et de la prolifération des cellules embryonnaires (Todorova et al., 2008) et des cellules souches
adultes issues de la peau (Dyce et al., 2014, Todorova et al., 2008). De plus, le géne GJAT a
été identifié comme cible de certains facteurs de transcription déterminants dans la pluripotence,
soit OCT4, SOX2 et NANOG (Boyer et al., 2005) et 3-caténine (Rinaldi et al., 2014). GJA1 est
également impliquée dans la séquestration membranaire de R-caténine, empéchant sa
translocation au noyau et I'activation de la voie canonique de WNT, active dans les cellules
souches (Rinaldi et al., 2014). Il a été démontré qu'une absence de GJA1 était associée a une
augmentation de la signalisation de R-caténine, menant a une altération du processus de
différenciation dans les cellules progénitrices neuronales humaines, indépendamment de la
GJIC (Rinaldi et al., 2014). Dans la hiérarchie hématopoiétique, il a également été démontré

que chez les souris mutante G60S, la diminution de GJAT menait a une perturbation de
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I'équilibre entre les cellules progénitrices et cellules souches (Flenniken et al., 2005).
L’expression de GJAT a aussi été observée lors de la reprogrammation de cellules somatique

en cellules souches (Ke et al., 2013).

Certaines évidences suggérent que GJAT pourrait contribuer au maintien de la niche des
cellules souches, laquelle représente a la fois la localisation géographique et les signaux
permettant le maintien des propriétés des cellules souches au sein du tissu (Genet et al., 2018).
GJA1 pourrait contribuer soit en participant a linteraction avec les cellules adjacentes par
'adhésion cellulaire ou le transfert intercellulaire entre le cytoplasme de deux cellules
adjacentes (Chen et al., 2013). De plus, une analyse bioinformatique d'un compendium de
données sur les cellules souches humaines et murines, y compris les cellules souches
mammaires, a rapporté qu'une liste de 335 génes distinguait les cellules souches
embryonnaires des cellules souches adultes (Wong et al., 2008). GJA1 faisait partie d’'un groupe

de génes identifiant & la fois les cellules souches adultes et embryonnaires.

Malgre les évidences suggérant que GJAT joue un réle important dans la différenciation
cellulaire, ni le profil d’expression de GJAT dans les différents types cellulaires, particulierement
dans les cellules souches et progénitrices, ni le rble de GJA71 dans la différenciation de

I'épithélium mammaire ne sont bien connus.

2.6 GJA1 et le cancer du sein

En 1966, Loewenstein et Kanno rapportaient pour la premiére fois que les cellules cancéreuses
avaient une communication intercellulaire déficiente (Loewenstein et al., 1966). Depuis,
plusieurs évidences suggérent que la perte de GJA1 ou de la GJIC est une étape importante
dans la cancérogenése. GJA1 a longtemps été considérée comme un suppresseur de tumeur
dans les glandes mammaires (Leithe et al., 2006, McLachlan et al., 2007, Mesnil et al., 2005,
Yamasaki, 1996). Dans les tumeurs primaires et les lignées cellulaires issues des glandes
mammaires, une diminution d’expression au niveau de 'ARNm (Laird et al., 1999, Lee et al.,
1992) et de la protéine (Laird et al., 1999, Lee et al., 1992) a été observée. Malheureusement, le
niveau d’expression de 'TARNm ou de la protéine de GJAT, facilement évalués, ne refléte pas
nécessairement la fonction de la protéine. Un substitut plus approprié pour I'état fonctionnel de
GJA1 est sa localisation a la membrane puisqu’une expression cytoplasmique rend impossible
la GJIC. Une localisation non-membranaire ou une phosphorylation aberrante de GJA1 ont

également été rapportées dans certaines tumeurs (Gould et al., 2005, Jamieson et al., 1998,

46



Kanczuga-Koda et al., 2003, Kanczuga-Koda et al., 2005, Laird et al., 1999, Lee et al., 1992,
Wilgenbus et al., 1992).

Des expériences de modulation de I'expression de Cxs concordent avec un réle de
suppresseur de tumeur. D’une part, une diminution de I'expression ou de la fonction des Cxs
dans des lignées cellulaires augmente la prolifération (Krutovskikh et al., 2000), les rend plus
invasives et facilite leur migration (Shao et al., 2005). D’autre part, il a été rapporté que la
réexpression de GJA1 dans des cellules tumorales induit une redifférenciation, une diminution
du marqueur mésenchymal vimentine, une augmentation du marqueur épithélial cytokératine 18
et un retour a la formation d’acini dans les cultures en 3D (McLachlan et al., 2006, Shao et al.,
2006). La réexpression favorise également un retour a un phénotype moins invasif (Hirschi et
al., 1996, McLachlan et al., 2007, Zhao et al., 2011) et moins tumorigéne (Krutovskikh et al.,
2000, Qin et al., 2002). L’expression forcée de GJA7T dans des cellules cancéreuses injectées
dans le stroma mammaire réduisait aussi les métastases aux poumons chez des souris
athymiques (Li et al., 2008).

GJAT a été liée au contrdle des processus associés a la progression du cancer du sein
et aux métastases tels que la différenciation cellulaire, la prolifération, I'invasion, la migration et
I'apoptose (EI-Saghir et al., 2011). Il a été suggéré que GJAT pourrait contribuer a la
différenciation des cellules luminales en permettant la GJ/C avec la couche de cellules basales
et en participant a 'assemblage interne de complexes de jonctions avec d’autres partenaires
protéiques et molécules de signalisation (El-Sabban et al., 2003, Mroue et al., 2011, Talhouk et
al., 2013, Talhouk et al., 2008). Puisque GJA7 semble jouer un rble important dans la
différenciation, il est possible que la modulation de son expression favorise la cancérogenése en

altérant ce processus.

Cependant, d’autres études ont rapporté des évidences difficiles a réconcilier avec un
réle de suppresseur de tumeur de GJA7T dans le cancer du sein et laisse plutét supposer une
contribution a la progression du cancer. Alors que l'expression de GJAT a été principalement
rapportée comme étant réduite dans le cancer, une surexpression a été observée a la fois dans
le stroma et dans les cellules tumorales dans certaines tumeurs (Jamieson et al., 1998, Park et
al., 2010, Teleki et al., 2013, Teleki et al., 2014). Dans le cancer du sein, il a été suggéré qu’une
expression de GJA1T dans le stroma pourrait étre associée a une prolifération accrue des

cellules tumorale (Teleki et al., 2014).

Dans les différents sous-types moléculaires de cancer du sein, les tumeurs affichent des

profils d’expression correspondant a différents types de cellules normales, lesquels pourraient
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représenter une transformation survenant dans des types cellulaires distincts. Il est donc
possible que la perte de fonction de GJA1 survienne dans des contextes moléculaires distincts
et suivant des mécanismes différents en fonction de ces différents sous-types, comme les
données de certaines études I'ont suggéré (Conklin et al., 2007, Park et al., 2010, Teleki et al.,
2013, Zhao et al., 2013). Afin de réconcilier ces évidences contradictoires, d’autres ont suggére
que GJA1T pourrait étre un suppresseur de tumeur conditionnel : son réle pourrait varier en
fonction du type de tissus, du grade ou du stade. GJAT pourrait ainsi étre impliquée

différemment dans les stades plus avancés du cancer du sein (Naus et al., 2010).

2.6.1 GJA1T et métastases

Dans une étude récente explorant le réle de GJA17 in vivo plutét que dans des lignées
cellulaires, les souris mutantes G60S (Flenniken et al., 2005), mentionnées précédemment, ont
été croisées avec des souris surexprimant ERBB2 puis traitées, ou non, avec un initiateur de
tumeurs afin de développer des tumeurs mammaires. Les résultats ont démontré que la perte
de fonction de GJA17 chez ces souris favorisait I'hyperplasie et la formation de métastases aux
poumons, plutdét que des tumeurs solides, comparativement aux souris contrbles (Plante et al.,
2011). Ces données suggeérent que GJA1, principalement exprimée dans la couche basale, a un
effet protecteur contre la formation de métastases. Ainsi, la présence de GJA1 dans la couche
basale serait nécessaire a sa fonction de barriere empéchant l'invasion des cellules

cancéreuses.

Cependant, au sein des cellules tumorales, GJA71 pourrait au contraire jouer un réle
important pour faciliter la progression métastatique. Il a été démontré a maintes reprises que
GJA1 est réexprimée dans les métastases aux ganglions lymphatiques (Kanczuga-Koda et al.,
2006), au cerveau (Chao et al., 2012, Stoletov et al., 2013), au foie (Lin et al., 2016) et aux
poumons chez les patients atteints de cancer du sein (Lin ef al., 2016, Ming et al., 2015a, Ming
et al., 2015b). Deux explications potentielles et opposées ont été suggérées pour expliquer cette
expression élevée de GJAT dans les métastases: 1) GJAT pourrait soit témoigner d’une
transition inverse d’'un phénotype mésenchymal vers un phénotype plus épithélial observé dans
les métastases, c’est-a-dire une redifférenciation épithéliale; 2) GJAT pourrait au contraire
témoigner d’'une plus grande agressivité et du succés métastatique des cellules tumorales

exprimant GJA1, c’est a dire les cellules initiatrices de métastases.
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Redifférenciation épithéliale

D’une part, puisque GJAT est souvent associée avec la différenciation des cellules épithéliales
mammaires, il a été suggéré que l'augmentation du niveau d’expression de GJAT dans les
métastases témoignait d’'une MET observée dans les cellules tumorales établies dans les sites
métastatiques (Chao et al, 2012). Malgré le fait que 'EMT est considérée comme étant
essentielle pour que les cellules tumorales acquiérent un phénotype agressif et invasif et pour
survivre a I'anoikis dans la circulation, les métastases présentent plutét un phénotype épithélial
bien différencié et expriment souvent des niveaux élevés de marqueurs épithéliaux tels que E-
cadhérine (Park et al., 2007, Park et al., 2010, Wells et al., 2011, Yao et al., 2011) ou CD24
(Shipitsin et al., 2007). Dans le cancer du sein, les métastases aux ganglions lymphatiques, au
foie, aux poumons et au cerveau peuvent par exemple exprimer des niveaux de E-cadhérine
plus élevés que les tumeurs primaires d’origine (Chao et al., 2012, Chao et al., 2010, Kowalski
et al., 2003, Markiewicz et al., 2014). Ces observations ont soulevé la question a savoir si les
cellules épithéliales trouvées dans les métastases pourraient résulter soit de la prolifération de
cellules au phénotype épithélial ayant complété avec succés leur périple ou encore de la
prolifération de cellules au phénotype mésenchymal, les plus aptes a rejoindre la circulation,
accompagnée d’un renversement de 'EMT au sein de ces cellules. Il a été rapporté que
inoculation du stroma de souris « nude » avec les cellules MDA-MB-231, négatives pour E-
cadhérine, engendrait des métastases des poumons positives pour E-cadhérine (Chao et al.,
2010). Ces résultats, ainsi que d’autres, suggéraient que les cellules initiant les métastases
retrouvaient, au moins partiellement, un phénotype épithélial (Chao et al., 2010). Cette
conversion du phénotype mésenchymal — nécessaire a la dissémination — vers un phénotype
épithélial est de plus en plus considérée comme étant nécessaire a l'établissement des
métastases et surviendrait lorsque les cellules tumorales atteignent le tissu secondaire (Yao et
al., 2011). Elle pourrait s’avérer nécessaire pour les cellules cancéreuses, potentiellement pour
surmonter I'arrét de la prolifération habituellement observées dans les cellules ayant subi TEMT
(Brabletz, 2012).

Plusieurs évidences supportent I'idée selon laquelle GJA1 serait exprimée faiblement par
les cellules initiatrices de métastases, mais serait plutét réexprimée lors de la MET au site
métastatique. Par exemple, il a été démontré in vivo et in vitro que les cellules tumorales ayant
une capacité accrue a former des métastases communiquaient moins bien via la GJIC (Hamada
et al., 1987, Hamada et al., 1988, Nicolson et al., 1988) et possédaient un nombre moins élevée

de jonctions gap (Nicolson et al., 1988, Ren et al., 1990).
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Cellules initiatrices de métastases

Alternativement, il a également été suggéré qu’une augmentation de I'expression de GJA7 dans
les tumeurs secondaires pourrait refléter une prévalence élevée de GJA7T dans les cellules
initiatrices de métastases (Czyz et al., 2012), leur conférant possiblement un avantage sélectif
pendant leur périple vers les sites secondaires. Certaines évidences suggérent que I'expression
de GJAT pourrait contribuer au succés de plusieurs étapes du processus meétastatique des
cellules tumorales. Par exemple, GJA1 serait impliquée dans 'EMT ainsi que dans la migration
et I'invasion (Fu et al., 2015, Ming et al., 2015a, Ming et al., 2015b, Stoletov et al., 2013). Une
modulation directe ou indirecte de GJAT a aussi suggéré une implication dans la migration et
linvasion, potentiellement de fagon concomitante avec un remodelage de la ECM et des
changements dans les métalloprotéinases MMP2 et MMP9 (Fu et al., 2015, Ming et al., 2015b).

L’expression de GJAT a également été rapportée comme étant augmentée dans les
cellules circulantes dans le cancer du pancréas (Ting et al., 2014). De fagon similaire, pendant
le suivi d’'une patiente atteinte de cancer du sein, les cellules circulantes ont été étudiées a
différents points dans le temps. A certains temps ou la maladie progressait, les CTCs recueillies
étaient associées a une plus forte expression de génes mésenchymaux, ainsi qu’a l'occurrence
d’amas cellulaires. Pendant ces phases mésenchymales, 170 génes étaient surexprimés
comparativement aux points ou les CTCs exprimaient des génes plutdt épithéliaux, parmi
lesquels GJAT figurait ainsi que de nombreux génes coexprimés avec GJAT dans le cancer (Yu
etal., 2013).

Plus en aval, il a été démontré que GJA1 contribuait a la communication bidirectionnelle
entre les cellules tumorales et endothéliales et favorisait la migration transendothéliale des
cellules tumorales, facilitant potentiellement I'extravasation vers des sites secondaires (el-
Sabban et al., 1991, el-Sabban et al., 1994, Polimann et al., 2005). De plus, il a été démontré
que GJA1 pouvait faciliter 'adhésion des cellules du cancer du sein a I'endothélium des

poumons et du cerveau (Elzarrad et al., 2008, Stoletov et al., 2013).

L’ensemble de ces évidences indique que I'implication de GJA7 dans la progression du
cancer est sans contredit plus complexe qu’initialement envisagé. La compréhension du role de
GJA1 sera facilitée par une meilleure compréhension des mécanismes liés la progression

tumorale.
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2.7 Larégulation de la GJIC

La GJIC, une des principales fonctions attribuées aux connexines, serait altérée dans le cancer
(Aasen et al.,, 2016). La GJIC est soumise a une régulation complexe. Celle-ci dépend du
nombre de canaux présents a la membrane, de leur état fonctionnel (ouvert ou fermé) et de leur
perméabilité sélective (Abbaci et al., 2008). Comme c’est le cas pour toutes les connexines, le
nombre de canaux formés par GJA1 dépend du niveau protéique, qui dépend a son tour du
niveau de transcription de TARNm et de la traduction en protéine, mais également de la rapidité
avec laquelle cette derniére est internalisée et dégradée. Ensuite, I'état fonctionnel des canaux
dépend de l'assemblage adéquat des protéines en canaux transmembranaires, de leur
appariement avec un canal d’une cellule voisine, mais aussi de multiples modifications post-
transcriptionnelles survenant au niveau de la traduction, de I'oligomérisation et du transport a la
membrane. L'ouverture et la fermeture des canaux sont aussi régulées par des modifications
post-transcriptionnelles ainsi que par des mécanismes complexes impliquant le calcium
intracellulaire, le pH, le potentiel transjonctionnel et la phosphorylation (Leithe et al., 2012).
Plusieurs de ces mécanismes ont été impliqués dans la perte de fonction de GJA7 dans le
cancer, allant de la diminution de la transcription de TARNm des Cxs et passant par un transport
inadéquat a la membrane (Leithe et al., 2006). Il a été suggeré qu’une meilleure compréhension
de leur régulation pourrait permettre d’utiliser GJA7 comme potentielle cible thérapeutique dans

le traitement contre le cancer (Jiang et al., 2016).

2.7.1 Larégulation de I’expression de GJA1

Puisque GJA71 semble impliquée dans la progression du cancer du sein, une meilleure
connaissance de sa régulation pourrait contribuer a mieux comprendre son rbéle et de sa

participation aux divers stades de la maladie.

Structure du géne GJA1

Le géne humain GJA1 est situé sur le chromosome 6 (hg19 6922.31:121756745-121770873
dans I'annotation RefSeq). Un premier exon portant la plus grande partie de la région non-
transcrite en 5’ (« 5’ untranslated region » ou 5 UTR) est séparé par un intron d’'un deuxiéme

exon portant 16 bases du 5 UTR ainsi que la région codante et le 3° UTR (Figure 12).
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Figure 12. Structure du géne GJA1

Le géne humain GJA1 est situé sur le chromosome 6 (hg19 6922.31:121756745-121770873 selon
lannotation de RefSeq). Un premier exon portant la plus grande partie de la région non-transcrite en 5’
UTR est séparé par un intron d’'un deuxiéme exon portant 16 bases du 5 UTR ainsi que la région codante
et le 3’ UTR. Source : image originale de Mélanie Busby.

De plus, un pseudogéne de GJA1, GJATP1, est présent sur le chromosome humain 5
(Aasen et al., 2018). Les pseudogénes sont probablement issus de la dégénérescence d’un
géne suivant sa duplication au cours de I'évolution (Aasen et al., 2018). Alors que la plupart des
pseudogénes sont considérés comme étant non-fonctionnels, GJATP1 semble étre transcrit et
méme traduit, et pourrait agir comme régulateur post-transcriptionnel de GJA1 et réguler la

croissance tumorale dans le cancer du sein (Bier et al., 2009, Kandouz et al., 2004).

Le promoteur de GJA1

L’activité du promoteur de GJA1 a été principalement étudiée chez le rat, la souris, I'humain et
le poisson dans une région située dans le premier exon et en amont, entre —2400 et +281 paires
de bases (bp) du site de début de la transcription (« Transcription start site » ou TSS)
(Carystinos et al., 2003, Chatterjee et al., 2005, Chen et al., 1995, Christoffels et al., 2004, De
Leon et al., 1994, Echetebu et al., 1999). Chez '’humain comme chez le rat et la souris, c’est
principalement dans la région entourant immédiatement le TSS que l'activité promoteur a été
rapportée (Teunissen et al., 2004). Chez la souris, une délétion graduelle a également mis en
évidence une région de 200 bp en aval du TSS comme étant la séquence minimale permettant
une augmentation de I'expression par Ras (Carystinos et al.,, 2003). Il a été démontré par la
suite que, chez la souris, le géne Gja7 serait régulé par un premier promoteur proximal, P1,
situé en amont du TSS, tandis que deux autres promoteurs seraient situés en aval dans le

premier exon (P2) et dans lintron (P3). L'utilisation du promoteur semblait varier en fonction du
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type cellulaire et ménerait a une rétention alternative des exons. Dans cette méme étude, quatre
exons additionnels codant pour différents 5° UTR ont été rapportés, résultant en neuf différents
transcrits selon la sélection du promoteur (Pfeifer et al., 2004). Quatre des cing exons présents
chez la souris ont aussi été rapportés chez le rat. Bien qu’aucune observation similaire n’ait été

rapportée chez ’humain, cette possibilité n’a pas été exclue (Pfeifer et al., 2004).

Régulation de GJA1 par les facteurs de transcription

Malgreé le fait que toutes les cellules d’'un organisme possédent le méme génome, celles-ci
doivent assumer des fonctions différentes, lesquelles sont accomplies suivant un profil
d’expression particulier. Cette expression spécifique selon les tissus et les types cellulaires est

en partie contrélée par la liaison de protéines régulatrices de la transcription a des séquences
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Figure 13. Régulation de I'expression de GJA1 par les facteurs de transcription et les
mécanismes épigénétiques

Les facteurs de transcription, la modification des histones, la méthylation de 'ADN et les micro-ARN
contribuent a la régulation de I'expression de GJA1. Ac : groupement acétyle. CHj : groupement méthyle.
HAT : histone acétyltransférase. HDAC : histone déacétylase. miARN : micro-ARN, pré-miARN : micro-
ARN précurseur. TF : Facteur de transcription. Source : adapté de Oyamada et al. (2013).
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d’ADN spécifiques situées au sein d’éléments régulateurs (en cis) (Figure 13) (The ENCODE
Project Consortium, 2011). Les facteurs de transcription AP-1 (c-Fos, c-Jun, ATF) et SP1 jouent
un role clé dans la régulation de I'expression de GJA71 (Aasen et al., 2018). D’autres facteurs,
incluant SP3, R-caténine, Nkx2.5 et potentiellement les récepteurs ER et PR contribueraient
aussi a moduler I'expression de GJAT (Aasen et al.,, 2018, Oyamada et al.,, 2013). Il a été
rapporté que la forme non-liée a un ligand de l'isoforme A du récepteur a la progestérone (PRA)
activerait la transcription de Cx43 en interagissant avec un hétérodimére de AP-1 formé de
FRAZ2 et JUND (Nadeem et al., 2016).

Cependant, la régulation des génes et des fonctions du génome sont également liés a
'organisation physique de I'ADN génomique et a l'organisation tridimensionnelle de la
chromatine formée par I'ADN, les histones, les facteurs de transcription et d’autres protéines
accessoires, ainsi que des ARN non-codants. Cette chromatine est sujette a des modifications
de 'ADN et des autres composantes ayant des conséquences directes sur la structure de la
chromatine et I'expression des génes. Le terme épigénome est utilisé pour décrire ces
caractéristiques au sein d'une population spécifique de cellules (Roadmap Epigenomics
Consortium et al., 2015).

Régulation épigénétique de GJA1

L’expression de GJA1T serait régulée a la fois par des facteurs de transcription et I'épigénétique
(Figure 13) (Oyamada et al., 2013). Plusieurs indications suggérent que les mécanismes
épigénétiques sont impliqués dans la dérégulation observée dans le cancer. Par exemple, une
analyse bioinformatique de 45 lignées cellulaires du cancer du sein, évaluant plus de 5000
génes, a identifié 58 génes potentiellement régulés par I'épigénétique, dont GJAT au 6° rang
(Loss et al., 2010), suggérant que les mécanismes épigénétiques régulant I'expression de GJA1

sont dérégulés dans le cancer du sein.
Régulation de I'expression des génes par la méthylation de ’ADN

La méthylation de ’ADN, les CpG et les ilots CpG

La forme la plus commune de méthylation de 'ADN est I'ajout covalent d’'un groupe méthyle sur
un résidu cytosine (C) suivi d’'un résidu guanine (G) sur un méme brin d’ADN et qui sont joints
par un groupement phosphate, d’'ou le nom de sites CpG (Figure 14). L’ajout d’un groupement
méthyle est complété grace a l'activité catalytique d’enzymes désignées sous le nom d’ADN
méthyltransférase (DNMT) (Biswas et al., 2017). La suppression des groupements méthyles

s’effectue soit par un échec du maintien de la méthylation par les DNMT ou par leur retrait actif
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par deux groupes d'enzymes: les protéines de translocation dix-onze (« ten-eleven
translocation (TET) proteins ») et la famille des cytidine désaminases induites par activation

(« activation-induced cytidine deaminase (AID) family ») (Biswas et al., 2017).
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cytosine

La méthylation de 'ADN la plus commune

est I'ajout covalent d’un groupe méthyle sur

un résidu Cytosine. Source: adapté de

Wikipédia.
Malgre le fait que les dinucléotides CpG sont relativement peu fréquents dans I'ensemble du
génome, certains génes de vertébrés contiennent des ilots CpG (« CpG islands » ou CGIs)
ayant une fréquence relativement élevée de CpG comparativement a I'ensemble du génome
(Figure 15) (Saxonov et al., 2006). Une des définitions les plus couramment utilisées définit les
CGls comme des séquences de plus de 200 bp ayant une teneur en nucléotides GC supérieure
a 50% et un ratio de dinucléotide CpG observé sur le nombre attendu de plus que 0,6, basé sur
le nombre de G et de C dans ce segment (Gardiner-Garden et al., 1987). En tout, 72% de tous
les promoteurs humains affichent un contenu élevé en CpG (Saxonov et al., 2006). De plus,
tandis que la plupart des sites du génome sont méthylés et sont associés avec
'hétérochromatine, une faible méthylation est observée dans ces CGls situés dans les

promoteurs.
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Figure 15.

CTCTTAGTTTTGGGGTGCATTTGTCTGGTCTTCCAAACTAG
ATTGAAAGCTCTGAAAAAAAAAACTATCCTTGTGTTTCTAT
CTGTTGAGCTCATAGTAGGTATCCAGGAAGTAGTAGGGTT
GACTGCATTGATTTGGGACTACACTGGGAGTTTTCTTCGC
CATCTCCCTTTAGTTTTCCTTTTTTTCTTTCTTTCTTTTCTTT
TTTTTCTTTTTTTTTTTGAGATGTCGTCTTGCTCATGCCCCC
AGGCTGGAGTGCAGTGGTGCGATCTTGGCTCACTGTAGC
CTCCACCTCCCAGGTTCAAGCAATTCTACTGCCTTAGCCTC
CCGAGTAGCTGGGCATTACAAGCACCCGCCACCATTCCTG
GCTAATTTTTTTTTTTGTATTTTTAGTTGAGACAGGGTTTC
ACCATGTTGGTGATGCTGGTCTCAGACTCCTGGGGCCTAG
CGATCCCCCTGCCTCAGCCTCCCAGAGTGTTAGGATTACA
GGCATGAGCCACTGTACCCGGCCTCTCTCCAGTTTCCAGT
TGGAATCCAAGGGAAGTAAGTTTAAGATAAAGTTACGATT
TTGAAATCTTTGGATTCAGAAGAATTTGTCACCTTTAACAC
CTAGAGTTGAACGTTCATACCTGGAGAGCCTTAACATTAA
GCCCTAGCCAGCCTCCAGCAAGTGGACATTGGTCAGGTT
TGGCAGGATTCGTCCCCTGAAGTGGACTGAGAGCCACAC
CCTGGCCTGTCACCATACCCATCCCCTATCCTTAGTGAAGC
AAAACTCCTTTGTTCCCTTCTCCTTCTCCTAGTGACAGGAA
ATATTGTGATCCTAAAGGAATAAAATAGCTTGTCACCTCGT
GGCCTCAGGCCTCTTGACTTCAGGCGGTTCTGTTTAATCA
AGTGACATCTTCCCGAGGCTCCCTGAATGTGGCAGATGAA
AGAGACTAGTTCAACCCTGACCTGAGGGGAAAGCCTTTG

CATTCCGCCTTCTCTCCCGAGGTGGCGCGTGGGAGGTGTT
TTGCTCGGGTCTGTAAGAATAGGCCAGGCAGCTTCCCGCG
GGATGCGCTCATCCCCTCTCGGGGTTCCGCTCCCACCGCG
CCGCGTTCCGGCGGTTCCGCCTGCGAGATGTTTTCCGACG
GACAATGATCCACTCTCGGCGCCTCCCATGTTGATCCCAGC
TCCTCTGCGGGCGTCAGGACCCCTGGGCCCCGCLCCGLTC
CACTCAGTCAATCTTTGTCCCCGTATAAGGCGGATTATCGG
GGTGGATGGGGGCGCGTGATTCCGACGAATGGACTTGGG
GGTCACCCGGGAGGGAACTCCGGGATCCGGCTTTGGTCA
TACCGCACCCCTGGTTGAGGCGGACCGAGGGTCACCAGG
GGGCGCTCGATGTTCCTCGAGACCCCCGCACGAGACCCAC
TCCCCGGCTCACCCTACGATTGGCTGGCCGCCCCGAGCTC
TGTGCTGTGATTGGTCACAGCCCGTGTCCGTCGCGGGLCGC
CGGGGCGGATACGAGGTGACGCGCAGAGGCCCAGCTCG
GGGCGGTGTCCCGCGCCGGCGACTGCGGGCGGAGTTTC
GCGAGGGCCGAAGCGGGGCAGTGTGACGGCAGCGGTCC
TGGGAGGCGCCCGCGCGCGTCGGAGCAGCTCCCCGTCCT
CCGCAGCCGTCACCGCCGGCCGTCGCCGLGLLCTGGLCTC
CCGCACTCGCGCACTCCTGTCCGCCGCCCACCGCCCACCT
CCCACCGATGCGGTGCCGGGCTGCTGCGTGATGGGGCTG
CGGAGCGGCGCCCTGCGGCTCGCGGCGGCCGCTGCTCGL
GCTGAGGTGCGTCGGTGCCCGGCCCCCCGLCGLCLLCGLa
CGCCGCGGCTCCTGTTGACCCGGTCCGCCCGTCGGTCTGC
AGCGCGGCTGAGGTAAGGCGGCGGGGCTGGCCGCTGLG

Promoteurs et fréquence des sites CpG

A gauche, une séquence d’ADN comptant un site CpG (en rouge) a tous les 100 dinucléotides,
représentant un exemple représentatif de la fréquence rencontrée dans I'ensemble du génome,
particuliérement dans les régions méthylées. A droite, une séquence d’ADN comptant un site CpG & tous
les 10 dinucléotides, représentant un ilot CpG. L’'exemple est le promoteur d’'un géne. En vert, le codon de
départ ATG. Source : adapté de Wikipédia.

La méthylation de I’ADN et I’expression des génes

Les premiéres observations d’'une corrélation négative entre I'expression des génes et une
meéthylation plus élevée dans la région du promoteur d’une portion importante de ces génes, ont
conduit a I'idée que la méthylation était un mécanisme de régulation de I'expression des génes
(Thurman et al., 2012). Cependant, si l'inférence de causalité a partir de corrélations de
données génomiques est problématique, cette association entre la méthylation et I'expression
est en général attribuée a une réduction de I'accessibilité de la chromatine liée a la méthylation
de 'ADN (Thurman et al., 2012). Les régions de I'ADN faiblement méthylées permettraient
'interaction entre 'ADN et les facteurs de transcription ainsi que d’autres protéines associées
(Figure 16), facilitant ainsi la transcription. La méthylation préviendrait quant a elle la
transcription, soit en empéchant la liaison avec les facteurs de transcription ou encore en
permettant a ’ADN méthylé d’agir comme cible de protéines liant les CpG-méthylés, lesquelles

pourraient recruter des répresseurs de la transcription (Seelan et al., 2018).
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i Transcription possible l

T Transcription impossible T

Figure 16. Méthylation et accessibilité de ’ADN

Le double brin d’ADN est enroulé autour d’octameéres d’histones, formant ainsi des nucléosomes
organisés en chromatine. Des changements réversibles de I'organisation de la chromatine influencent
’'expression des génes. Panneau du haut: les sites CpG ne sont pas méthylés (ronds blancs), la
chromatine est active et en conformation « ouverte ». Si les autres modifications épigénétiques sont
permissives, la transcription du géne est possible. Panneau du bas : les sites CpG sont méthylés (ronds
rouges), la chromatine est « silencieuse ». Source : adapté de Rodenhiser et al. (2006).

A mesure que les connaissances sur la méthylation de 'ADN s’accumulent, il est devenu
clair que sa relation avec I'expression des génes ne se limite pas a une simple corrélation
inverse. Par exemple, il est maintenant admis que la méthylation de la partie transcrite du géne
et du 3’ UTR est plutdt positivement corrélée avec I'expression des génes, que celle-ci joue une
réle dans la différenciation et qu’elle est largement perturbée dans plusieurs maladies (Varley et
al., 2013). De plus, il est important de souligner que I'idée que la méthylation pourrait également
résulter de I'absence de transcription et d’'une faible occupation par les facteurs de transcription
gagne en popularité (Banovich et al., 2014, Blattler et al.,, 2014, Komashko et al., 2010,
Thurman et al., 2012). Par exemple, une étude a I'échelle du génome a montré que lorsque les
cellules HEK293 étaient traitées avec I'agent déméthylant 5-azacytidine 5-Aza-CR, 'expression
de 1500 génes était modifiée, dont seulement 800 étaient régulés a la hausse, et la plupart de
ces génes (~90%) ne montraient pas de méthylation avant le traitement (Komashko et al.,
2010). Des résultats similaires ont été obtenus avec des lignées cellulaires de cancer du sein
(Sproul et al., 2011). Il a été suggéré que la plupart des changements dans I'expression des
genes n'étaient pas causés par des modifications de la répression par la méthylation de 'ADN

ou des histones, mais étaient plutét associés a des changements dans les marques H3K29me3
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et H3K9me3 (Komashko et al., 2010). De plus, méme les lignées cellulaires contenant des
délétions inactivantes sur les génes des méthyltransférases DNMT1 et DNMT3b, et présentant
un faible niveau de méthylation global, ne montrent que des effets modestes sur le
transcriptome, suggérant que la relation entre la méthylation et I'expression génétique pourrait

étre plus complexe que précédemment appréhendé (Blattler et al., 2014).

Des évidences suggerent que l'association entre la méthylation et I'expression génique
pourrait étre expliquée, au moins dans certains cas, par la méthylation des régions d'ADN
comme conséquence d’une faible occupation par des facteurs de transcription. Une corrélation
négative significative entre la méthylation de sites de reconnaissance des facteurs de
transcription et I'abondance de ces facteurs de transcription a été observée, supportant I'idée
que la liaison des facteurs de transcription pourrait prévenir la méthylation (Thurman et al.,
2012). Une analyse des polymorphismes nucléotidiques (« single nucleotide polymorphism » ou
SNPs), modifications génétiques pouvant interférer avec la liaison spécifique des facteurs de
transcription, a également montré une association entre ces modifications et des changements
de la méthylation, au moins a certains génes (Banovich et al., 2014). Ces données, ainsi que
d’autres, supportent I'’hypothése selon laquelle la méthylation pourrait résulter, au moins en
partie, d’'une accumulation de groupements méthyles causée par une faible occupation par les
facteurs de transcription. D’autres études ont montré que le traitement avec des agents
déméthylants menait a des modifications des histones et causait 'apparition d’'une myriade de
nouveaux éléments d’ADN distants contribuant a Ila transcription, les activateurs
(« enhancers »). Certains de ces activateurs étaient méme situés dans les régions intergéniques
(Blattler et al., 2014). Ces données indiquent que l'activation de la transcription peut dépendre
de la méthylation, mais également des modifications des histones et de la présence des

facteurs de transcription.

La méthylation de ’ADN est spécifique aux tissus et aux types cellulaires

Un étude évaluant les profils de méthylation de 'ADN pan-génomique en utilisant la plateforme
HM450 a analysé les régions qui sont méthylées de facon différentielle selon les tissus
(« tissue-specific differentially methylated regions » ou tDMRs) et a démontré que les tissus
similaires se regroupent (« cluster ») ensemble en fonction de leur profil de méthylation (Slieker
et al., 2013), supportant l'association entre la méthylation et la différenciation. De fagon
cohérente avec une relation inverse entre la méthylation et I'expression, une hypométhylation a
été observée dans les tissus ou le géne était le plus exprimé, comparativement avec les autres

tissus (Slieker et al., 2013). Ces tDMRs étaient enrichie aux sites d’hypersensibilité a la DNase
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(« DNase hypersensitivity sites » ou DHS) et aux sites de liaison des facteurs de transcription
(Slieker et al., 2013). Bien qu’'une portion de ces tDMRs était située dans la région de
promoteurs (—1500 a +500 bp du TSS dans les CGIs), la plus grande part des tDMRs était
localisée a l'extérieur des CGls dans les rivages (« CpG island shores ») et les plateaux
(« shelf ») des CGI situés respectivement dans les 2 kb et les 4 kb adjacents aux CG/ (Slieker et
al., 2013). Les génes adjacents a ces tDMRs non-associés aux CG/ étaient davantage enrichis
en génes associés a une expression spécifique aux tissus que ceux associés a des CGI. En
comparant trois paires isogéniques de cellules épithéliales mammaires humaines (« human
mammary epithelial cells » ou HMEC) et de fibroblastes mammaires humains (« human
mammary fibroblasts » ou HMF) obtenus a partir de réduction mammaires, l'analyse a
également identifiée des régions méthylées de fagon spécifiques aux types cellulaires
(« differentially methylated regions » ou DMR) (Novak et al., 2012). Une part importante de ces
DMR était localisée prés de génes associés avec des fonctions liées au développement. Ces
résultats suggérent que des patrons de méthylation spécifiques aux tissus et aux types

cellulaires sont importants pour maintenir la différenciation.

La méthylation de ’ADN dans le cancer

La méthylation et la déméthylation de I'ADN sont régulées de facon étroite pendant le
développement, mais cet équilibre délicat est rompu dans le cancer. Une telle dérégulation a été
associée avec des changements dans I'expression génique contribuant a la maladie
(Dedeurwaerder et al., 2011, Novak et al, 2012). Il a été démontré que les patrons de
méthylation pan-génomiques sont modifiés dans les stades précoces du cancer avec plus de
3000 génes altérés dés le stade préinvasif du carcinome canalaire in situ (ductal carcinoma in
situ ou DCIS) et environs 1000 génes supplémentaires dans les carcinomes invasifs (invasive
ductal carcinoma ou IDC) (Fleischer et al., 2014). Cette altération de la méthylation était
associée avec des corrélations positives et négatives avec I'expression de prés de 3000 génes
et était distribuée a plusieurs localisations différentes incluant les promoteurs, la partie transcrite
des génes et les 3’ UTR (Fleischer et al., 2014). Une hypométhylation généralisée de 'ADN aux
CpG est observée a plusieurs localisations de 'ADN, entre autres aux rétrotransposons, aux
promoteurs pauvres en CpG et aux séquences répétitives (« repeat »), dont certains montrent
un niveau de méthylation élevé dans les cellules normales (Dedeurwaerder et al., 2011, Novak
et al.,, 2012). Il a été démontré que cette hypométhylation joue un réle clé dans la formation des
tumeurs en permettant I'expression aberrante de protéines, incluant des oncogénes, des

éléments rétrotransposables et des séquences répétitives, ainsi qu’en affectant les répétitions a
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la périphérie des centromeéres, augmentant ainsi I'instabilité génomique (Biswas et al., 2017). En
paralléle a cette hypométhylation, une hyperméthylation localisée affecte de nombreux CpG
associés a des promoteurs qui sont normalement non-méthylés. Cette hyperméthylation a été
largement caractérisée et a été associée avec l'inactivation de suppresseurs de tumeurs et de
genes liés au développement (Dedeurwaerder et al., 2011, Locke et al., 2012, Novak et al.,
2012).

Tandis qu’il est bien reconnu que la plus grande part de la méthylation anormale soit
localisée aux promoteurs ayant une forte densité de CpG, une importante proportion des CpG
ayant une méthylation aberrante se retrouvent plutét a la marge de CG/ (Irizarry et al., 2009). De
plus, les changements observées dans les promoteurs ayant une densité de CpG faible ou
intermédiaire sont plus importants comparativement a ceux qui surviennent a aux promoteurs
ayant une forte densité de CpG (Dedeurwaerder et al., 2011). Il a également été rapporté que le

niveau global de méthylation diminue avec la progression du cancer (Elsheikh et al., 2009).

Dans le cancer du sein, il a été démontré que la méthylation dépendait également du
sous-type de tumeurs ainsi que du statut du récepteur aux estrogénes (Conway et al., 2014,
Fackler et al., 2011, Holm et al., 2010, Park et al., 2012, TCGA, 2012). Les profils de
méthylation ont d’ailleurs été utilisés afin d’élaborer des signatures (Fleischer, 2014) et des
schémas de classification des tumeurs associés avec différents pronostiques (Cancer Genome
Atlas Research, 2011, Conway et al., 2014, Holm et al., 2016, Ronneberg et al., 2011, Zhuang
et al., 2012). Il a été proposé que différents profils de méthylation des tumeurs pourraient
refléter I'état de méthylation d'une cellule d’origine particuliere au sein de laquelle la
transformation cancéreuse serait initialement survenue (Dedeurwaerder et al., 2011, Houseman
et al., 2014, Park et al., 2012, Sproul et al., 2011). Par exemple, dans le cancer du sein, une
méthylation aberrante de 'ADN survient a des génes réprimés lors de la différenciation (Sproul
et al., 2011). Ces résultats suggérent que les régions méthylées de fagon différentielle dans les
tissus ou les types cellulaires, et qui sont importantes pour la différenciation, pourraient étre

liées a des aberrations de la méthylation dans le cancer.

La GJA1 est-elle régulée par la méthylation?

Les études sur la présence ou non de CG/ sur le géne GJAT ont démontré des résultats
contradictoires. Par exemple, Mitusya et al. (2014) ont utilisé la plateforme NibleGen methylation
array qui couvre tous les CG/ annotés par UCSC sur 'assemblage du génome Hg19. L’étude a
conclu qu’il n’y avait pas de CG/ entre 8 kb en amont et 3 kb en aval du TSS de GJAT. Les
résultats de Sirnes et al. (2011) a 'aide de CpG Island searcher (Takai et al., 2002), qui utilise
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des criteres plus stricts que UCSC, concluent également que le promoteur du géne GJAT ne
comporte pas de CGI. Cependant, une étude a rapporté la présence quatre CG/ dans I'intron de
GJA1, mais aucun dans la région du promoteur, sans toutefois spécifier les critéres utilisés pour
la recherche (Jinn et al., 2010). De méme, un CG/ a été identifié dans la région 5’ de GJAT
grace au CpG Island Searcher utilisé précédemment (Heller et al., 2008). Par contre, pour ces
deux études, les parameétres de recherche n’étaient pas précisés. Sachant que ce ne sont pas
tous les promoteurs qui posseédent des CGJ, plusieurs études ont examiné la méthylation de
GJA1 dans le cancer en dépit de ce manque de consensus a propos de la présence ou non de
CGl sur le géne GJAT.

La méthylation de ’ADN de GJA1 est altérée dans le cancer

Certaines études ont rapporté une augmentation de la méthylation de GJA1 dans des tumeurs.
Par exemple, une méthylation du promoteur de GJA17 a été observée dans le cancer du poumon
non a petites cellules (« non-small cell lung cancer » ou NSCLC) comparativement aux tissus
normaux adjacents, accompagnée d’une diminution de lI'expression de GJA71 (Chen et al.,
2003). Leurs résultats indiquaient que la méthylation interférait potentiellement avec la liaison du
facteur de transcription AP1 sur le promoteur (Chen et al., 2003). De plus, il a été rapporté que
les potentiels CG/ identifiés sur GJAT par Jinn et al. (2010) étaient hyperméthylés dans les
NSCLC comparativement aux tissus normaux et 'expression protéique de GJA1 était réduite de
fagon concomitante (Jinn et al., 2010). Pendant la carcinogenése associée avec l'infection par
Helicobacter pylori, 'hnyperméthylation du promoteur de GJA7 est augmentée avec le stade de

tumeur simultanément a diminution de I'expression (Wang et al., 2014).

GJA1 peut étre réexprimée suite a un traitement avec des agents déméthylant

Afin de démontrer I'importance de la méthylation dans la régulation de I'expression de GJAT1,
quelques études ont utilisé des agents déméthylant. L’expression de GJAT a été induite aprés
un traitement avec l'inhibiteur d’ADN, la décitabine (méthyltransférase décitabine ou 5-aza-2'-
deoxycytidine ou 5-aza-CdR) dans les cellules de cancer cervical humain HeLa (King et al.,
2000), dans la lignée de myélome multiple humaine MM1 (Heller et al., 2008), les cellules de
carcinome du nasopharynx humain (CNE) (Yi et al., 2007), les cellules humaines de carcinome
squameux de I'cesophage TE-9 ainsi que dans les hépatocytes de rat WB-F344 (Piechocki et
al., 1999). Par contre, la décitabine a causé une diminution d’expression de GJAT dans les
cellules humaines de I'endomeétre (Logan et al, 2010) et dans I'embryon de souris

préimplantatoire (Yu et al., 2009).
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Les conclusions qui peuvent étre tirées des changements d’expression suivant le
traitement de cellules par des agents déméthylant sont limitées par leurs effets pan-génomiques
et non-spécifiques. La décitabine se substitue aux cytidines dans la séquence d’ADN et, lors de
la méthylation pendant la division cellulaire, forme des adduits covalents avec la DNA
methyltransferase 1 (DNMT1). La cellule est alors privée de lactivité de cette enzyme,
provoquant ainsi une déméthylation généralisée de 'ADN génomique (Yu et al., 2009). La
littérature récente montre que la méthylation du promoteur n’est peut-étre pas le seul, ni méme
le plus important mécanisme par lequel la décitabine modifie I'expression des génes. La
régulation de génes par la décitabine survient par plusieurs effets indirects. Par exemple, elle
peut modifier I'expression de génes en amont, incluant les facteurs de transcription ou interférer
avec des enzymes modifiant les histones. Des études démontrent que I'exposition a la
décitabine peut induire une augmentation ou un diminution de I'expression des génes ayant ou
non un promoteur méthylé avant le traitement (Seelan et al., 2018). En dépit des limitations
associées avec les expériences utilisant la décitabine, les évidences recueillies sont tout de
méme conformes avec l'idée que la méthylation de I'’ADN pourrait contribuer a réguler

'expression de GJAT.

La régulation de I’'expression des génes par la modification des histones

L’ADN eucaryote est compacté sous forme de chromatine formée en enroulant 146 bp d’ADN
autour d’un octameére de quatre paires d’histones (deux copies de chacune des histones H2A,
H2B, H3 et H4) (Figure 17). Ces histones, et particulierement leur portion N-terminale, sont
sujettes a plusieurs types de modifications post-traductionnelles dont la méthylation et

acétylation ont été le plus étudiées (Audia et al., 2016).

L’acétylation survient sur la queue des histones sur de multiples résidus de lysines et est
largement associée avec une transcription active (Figure 18, panneau du haut) (Audia et al.,
2016). Cette modification réversible est catalysée par un groupe d’enzymes appelées histone
actélytransférases (HATS), lesquelles ajoutent des groupements acétyles (Audia et al., 2016).
La réaction inverse, retirant un groupement acétyle, est catalysée par des histones déacétylases
(HDACs) (Figure 18, panneau du bas) (Audia et al., 2016). Une expression appropriée des

genes requiert que ces deux types d’enzymes fonctionnent adéquatement (Audia et al., 2016).
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Figure 17. Nucléosome et modification des histones

L’ADN est enroulé autour de quatre paires d’histones (une paire chacune des histones H2A, H2B, H3 et
H4) pour former les nucléosomes. Les histones possédent une queue N-terminale sur laquelle des
modifications post-transcriptionnelles peuvent influencer la structure de la chromatine. Source: Human
histone modification database http://202.97.205.78/hhmd/histone.jsp.

La méthylation réversible sur les lysines et les arginines des queues d’histones requiert
'ajout de groupements méthyles par des enzymes méthyltransférases spécifiques, alors que
leur retrait est catalysé par des déméthylases (Audia et al., 2016). La méthylation est une
modification plus complexe et subtile que I'acétylation, qui peut étre associée a une
augmentation ou une diminution de I'expression des génes. Plusieurs états de méthylation sont
observés pour chacun des résidus, générant une importante complexité fonctionnelle. Comme
pour I'acétylation, un équilibre approprié est nécessaire pour une expression génique adéquate,

mais également pour la survie et la stabilité génomique (Audia et al., 2016).

Les modifications des histones ont récemment émergé comme des régulateurs cruciaux
de I'expression des génes puisqu’elles déterminent I'environnement global de la chromatine et
guident les processus survenant au niveau de I’ADN (Voigt et al., 2013). Notre compréhension
de linfluence de chacune de ces modifications demeure incompléte. Cependant, des progrés
récents dans les technologies de séquengage ont facilité la localisation des modifications de la
chromatine dans le cancer et des études pan-génomiques ont grandement contribué a élucider
la fonction de certaines de ces marques épigénétiques (Barski et al., 2007, Biswas et al., 2017,
Voigt et al., 2013).
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Figure 18. Modifications épigénétiques affectant la transcription

Panneau du haut : certaines marques épigénétiques, comme la liaison de groupements acétyle aux
queues des histones, facilitent I'activité de transcription en favorisant une conformation ouverte de 'ADN
(euchromatine). Panneau du bas: d’autres marques, comme la méthylation de I'ADN ou parfois la
méthylation de certains résidus des queues d’histones, inhibent la transcription des génes en induisant
une conformation compacte de la chromatine (hétérochromatine) et empéchent ainsi la transcription.
Source : adapté de Nestler (2011).

Les modifications des histones dans le cancer

Puisqu’il a été démontré que les nombreuses modifications possibles des histones ont des
effets divergents sur I'expression des génes, leur implication ajoute une couche de complexité
dans notre compréhension de la carcinogenése. Par exemple, I'équilibre entre I'acétylation par
les HAT et les HDAC assurant le déacétylation est souvent dérégulé dans les cellules
cancéreuses. Cette dérégulation peut affecter les modifications des histones qui engendreront
des modifications de la structure de la chromatine ainsi que la reconnaissance par des protéines
spécifiques appelées « lectrices » (« readers ») qui peuvent organiser la transcription et
remodeler davantage la chromatine (Audia et al., 2016, Biswas et al, 2017). Une
hypoacétylation peut provoquer la réexpression d’oncogénes, alors que I'hyperacétylation peut
supprimer I'expression de suppresseurs de tumeurs (Biswas et al., 2017). De plus, certaines
modifications des histones peuvent altérer le pH intracellulaire par une réduction de I'acétylation

des histones (Biswas et al., 2017).
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GJA1 peut étre réexprimée suivant un traitement avec des inhibiteurs de HDAC

Comme pour la méthylation, un part importante de la littérature suggérant une implication de la
modification des histones dans la régulation de GJAT provient d’études utilisant des inhibiteurs
de HDAC et de HAT. Une augmentation de I'expression de GJA71 a été la plupart du temps
observée suite a un traitement avec les inhibiteurs de HDAC tels que la trichostatine A (TSA), le
4-phénylbutyrate (4-PB), le sulforaphane (SR), le butyrate de sodium (NaB), 'hexaméthyléne
bisacétamide (HMBA) ou l'acide subéroylanilide hydroxamique (SAHA) dans différents types
cellulaires. Certaines études ont également utilisé des inhibiteurs de HAT comme [l'acide
anacardique, et la plupart ont démontré une répression de GJA7 (revu dans Vinken (2016),
Vinken et al. (2009)).

Par exemple, un traitement avec la TSA a induit I'expression de GJA71 dans une série de
lignées cellulaires humaines de cancer de la prostate. Cette expression était associée avec une
hyperacétylation des histones H4 a proximité du d’'une séquence de liaison des facteurs de
transcription SP1 et AP1 sur le promoteur de GJAT et impliquant le coactivateur p300-CBP
affichant une activité d’histone aceétyltransférase (HAT) (Hernandez et al., 2006). Dans les
cellules humaines de muscle lisse de la vessie (« human bladder smooth muscle cells » ou
HBSMSs), 'augmentation de I'expression de la protéine et de TARNm de GJAT était associée a
une augmentation de I'acétylation des histones H3 et H4 conjointement a une augmentation de
la fixation de AP-1 et Sp17 sur le promoteur de GJA71, comparativement aux cellules non-traitées.
Ces évidences, ainsi que d’autres études (Khan et al., 2007, Myung et al., 2017), suggérent que

les modifications des histones pourraient jouer un réle dans la régulation de GJAT.

En paralléle, certaines études ont démontré une diminution ou une absence de
modification de I'expression suivant un traitement avec des inhibiteurs de HDAC, suggérant une
altération de la transcription en fonction du contexte (revue dans Vinken (2016)). Il est important
de souligner que les inhibiteurs de HDAC peuvent également agir de fagon indirecte. Par
exemple, ceux-ci peuvent provoquer I'’hyperacétylation de protéines autres que les histones,
incluant des facteurs transcription en amont et qu’ils peuvent également interférer avec
'expression des connexines a d’autres niveaux que la transcription, ajoutant un niveau
supplémentaire de complexité dans I'étude de la régulation épigénétique de GJAT (Colussi et
al., 2011, Meraviglia et al., 2015, Vinken, 2016).

L’ensemble de ces résultats suggére que les modifications épigénétiques incluant la

méthylation de I'ADN et la modification des histones pourraient controle I'expression de GJAT.
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Par contre, le role de I'épigénétique sur la régulation de GJA7 dans le cancer du sein est

toujours mal compris.

2.7.2 Le cycle de vie de GJA1 et régulation du niveau protéique

La demi-vie de la protéine GJA1 est trés courte (1,5-5h) comparativement aux autres protéines
transmembranaires (Leithe et al., 2012). Ce renouvélement (« turnover ») rapide suggére une
régulation dynamique continuelle ou chacune des étapes du cycle de vie peut jouer un réle
important dans le contrdle du niveau protéique et ainsi également dans la GJIC et les autres
fonctions qui lui sont associée. Lors de la traduction, la GJA1 est insérée de facon
cotraductionnelle (« cotranslationally inserted ») dans la membrane du réticulum endoplasmique
(Figure 19) (Leithe et al., 2012). Une portion pouvant atteindre 40% des protéines synthétisées
subit la voie de la dégradation au niveau du réticulum endoplasmique (« Endoplasmic Reticulum
associated degradation » ou ERAD) via le protéasome. Il a ainsi été suggéré que 'ERAD
pourrait potentiellement étre un mécanisme de régulations de la communication jonctionnelle
(Kopanic et al., 2015, Leithe et al., 2012). Puis, entre le réticulum endoplasmique et la
membrane, GJA1 s’oligomérise en connexon, potentiellement dans le réseau trans-Golgi (Leithe
et al., 2012). Les microtubules contribuent ensuite au transit des connexons de l'appareil de
Golgi vers la membrane. Les connexons nouvellement synthétisés s’ajoutent généralement a un
site a la marge des jonctions gap existantes, diffusent vers la plaque jonctionnelle et s’apparient
avec un connexon de la cellule voisine afin de former un canal de jonction gap (Leithe et al.,
2012). Les connexons sont retirés des plaques jonctionnelles par endocytose, internalisant des
portions plus ou moins importantes de la membrane des deux cellules voisines contribuant a la
jonction gap, formant ainsi une vacuole a double membrane appelée jonction annulaire ou
connexosome (Leithe et al., 2012). Une fois internalisées, les jonctions gap démantelées sont
acheminées par cinq voies différentes aux lysosomes ou elles seront dégradées (Figure 19)
(Leithe et al., 2012).
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Figure 19. Le cycle de vie de GJA1

Une fois internalisées, les jonctions gap sont acheminées par cinq voies différentes aux lysosomes ou
elles seront dégradées. 1) La fusion entre le connexosome et le lysosome; 2) La séquestration des
connexons par 'autophagosomes et la fusion subséquente entre 'autophagosome et le lysosome; 3) La
transformation du connexosome en endosome multivésiculaire enrichi en GJA1 avec une seule
membrane et le transport subséquent de GJA1 aux endosomes précoce et tardif avant la dégradation
dans les lysosomes; 4) I'endocytose de connexons a la membrane plasmique qui ne sont pas assembles
en jonctions gap; 5) transport de GJA1 au systéme endo-lysosomal directement a partir de la voie
sécrétrice. Source : adapté de Leithe et al. (2012).

2.8 Signalisation indépendante de la GJIC

I a été suggéré que les Cxs régulaient la croissance tumorale par des mécanismes
indépendants du couplage cellule-cellule (Krutovskikh et al., 2000, Zhao et al., 2011). En plus
d’assurer le transfert de petites molécules de part et d’autre d’'un canal de jonction gap ou d’un
demi-canal, les connexines joueraient un réle important dans la signalisation cellulaire
indépendamment de la GJIC. Cette signalisation indépendante de la GJIC est encore mal
comprise, mais il a été suggéré que les partenaires d’interaction de GJA1 y contribueraient
(Laird, 2010). En effet, la partie C-terminale de GJA1 comporte des sites d’interaction avec
plusieurs protéines, dont certaines peuvent agir également comme facteurs de transcription.
Ces interactions sont donc susceptibles de modifier la signalisation cellulaire (Figure 20) (Dbouk
et al., 2009).
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Figure 20. Partie C-terminale de GJA1

Domaines de la partie C-terminale de GJA1 modifiés par phosphorylation ou qui sont possiblement
impliqués dans des interactions avec des partenaires protéiques. Les résidus surlignés en couleur
représentent les sites de phosphorylation/interaction et les partenaires d’interaction. Source : Herve et al.
(2012).

De plus, les protéines composant d’autres types de jonctions cellulaires comme les
jonctions adhérentes et serrées interagissent avec GJA1 dans les cellules (Dianati et al., 2016).
Il a par exemple été démontré que la formation de jonctions gap était modulée par E-cadhérine
(Chakraborty et al., 2010) et que la localisation de GJA1, E-cadhérine et R-caténine était
corrélée dans les adénocarcinomes du colon (Kanczuga-Koda et al., 2014). GJA1 partage
également certains partenaires protéiques cytoplasmiques avec les autres types de jonctions
cellulaires (Figure 21). Par exemple, les protéines a-caténine et R-caténine, ont initialement été
associées aux protéines de jonctions adhérentes comme E-cadhérine. L’interaction de a-
caténine et R-caténine avec Cx43 a récemment été mise en évidence (Talhouk ef al., 2008). En
plus des interactions via sa partie C-terminale, il a également été suggéré que ce domaine
intracellulaire de GJA1 pouvait se transférer au noyau ou interférer avec des protéines ayant un

activité transcriptionnelle telles que NOV, ZONAB, Jun, Fos, C/EBP (Herve et al., 2012).

D’autres partenaires d’interactions ont été mis a jour par des études par la
chromatographie liquide suivie de spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) suivant
immunoprécipitation de GJA1 dans les chondrocytes (Gago-Fuentes et al., 2015), le coeur

(Martins-Marques et al., 2015) et les cellules gliales (Chen et al., 2012) indiquant un interactome
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fort divergeant en fonction du type cellulaire, suggérant que GJA1 pourrait potentiellement

assumer des fonctions variées selon le contexte moléculaire ou elle est exprimée. La
compréhension de la signalisation de GJA1 via ses partenaires d’interaction protéiques est donc

capitale afin de mieux comprendre le role de GJA7 dans les glandes mammaires et les cancers.
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Figure 21. Organisation moléculaire et cellulaire au sein des jonctions cellulaires
Des protéines s’associant avec GJA1 sont représentées. Ces protéines forment un nexus dynamique a la
membrane cellulaire, et participent a la signalisation. Source : adapté de Giepmans (2004).
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3 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Les hypothéses a la base de ce projet sont que :

1) Les divergences quant au réle de GJA7 dans le cancer du sein rapportées dans la
littérature sont, entre autres, dues a I'hétérogénéité inter- et intra-tumorale;

2) En fonction du contexte moléculaire associé aux différents sous-types de cancer du
sein, GJA1 est coexprimée avec un ensemble de génes différents lui permettant
d’assumer des fonctions divergentes;

3) GJA1T est régulée au niveau épigénétique par la méthylation de I'ADN et les

modifications des histones.

Les objectifs spécifiques de ce projet étaient d’utiliser les données a haut débit disponibles

publiquement afin de :

e Caractériser I'expression de GJA7 dans le cancer du sein et son association avec
diverses données clinicopathologiques en fonctions des différents sous-types
moléculaires;

e Déterminer les génes coexprimés avec GJAT dans le cancer du sein et
comprendre leurs fonctions;

» Etudier les mécanismes épigénétiques régulant potentiellement GJAT.

71






4 CONTRIBUTION A L’ORIGINALITE DE L’APPROCHE EMPLOYEE

Un des défis les plus important de la lutte contre le cancer du sein reste la compréhension des
mécanismes hétérogénes menant a la dérégulation de la signalisation cellulaire et ultimement a
la prolifération et a la dispersion incontrélée des cellules transformées. Malgré les évidences
suggérant que GJAT joue un réle important dans la différenciation cellulaire et dans le cancer, ni
le profil d’expression de GJAT dans les différents types cellulaires, ni le réle de GJA7 dans la

différenciation de I'épithélium mammaire ne sont bien connus.

D’importants projets portant sur de nombreux aspects de la biologie des tumeurs ont
généré une quantité phénoménale de données a partir de technologies a haut débit, notamment
les puces a ADN (« microarrays ») et le séquengage. Par exemple, The Cancer Genome Atlas
(TCGA) s’inscrit dans une collaboration entre le National Cancer Institute (NCI) et le National
Human Genome Research Institute (NHGRI) qui a produit des données pour 33 différents types
de cancer et les tissus normaux associés pour plus de 11 000 patients. Pour le cancer du sein,
le projet TCGA a caractérisé de maniére extensive l'expression de I'ARNm a I'échelle du
génome, ainsi que la méthylation de I'ADN, le nombre de copies et les mutations de ’'ADN dans
1097 cas de carcinomes canalaires du sein. D'autres projets comme le METABRIC et des
études individuelles ont également généré un volume important de données (pour une
description des données utilisées dans le cadre de ce projet, voir Annexe Il). Les publications
originales générées par ces projets tirent habituellement des conclusions générales a I'échelle
de l'ensemble du génome sans toutefois pouvoir s’attarder aux informations spécifiques a
chacun des génes. Les précieuses données générées dans le cadre de ces projets, et qui
comptent de nombreuses informations concernant, entre autre, GJA1, sont générées a la suite
d'investissements de centaines de millions de dollars de financement public. Elles sont rendues
publiques et la communauté des chercheurs est encouragée a les utiliser pour améliorer la
prévention, le diagnostic et le traitement du cancer, mais également la biologie des tumeurs.
Malheureusement, les connaissances en bioinformatique manquent souvent la ou des questions
spécifiques sur un seul géne doivent étre posées, a savoir dans les laboratoires de biologie
moléculaire. Notre projet tentait de combler le fossé entre, d’'une part, les données disponibles
accessibles uniquement par la bioinformatique et, d’autre part, la communauté des chercheurs

étudiant les jonctions lacunaires qui a besoin de ces données.

Dans les tissus normaux, les connexines permettent aux cellules voisines de

communiquer de maniére adéquate et contribuent a l'intégrité des tissus. GJAT a longtemps été
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considérée comme un suppresseur de tumeurs. Cependant, des données récentes ont montré
gu’elle pouvait également jouer un rdle opposé dans certaines circonstances, en particulier dans
les stades avancés de la progression du cancer. Nous avons tiré parti des ensembles de
données accessibles au public portant sur un grand nombre de patients pour étudier le réle

ambigu de GJA1 dans le cancer du sein.

Dans le cadre de ce projet, une collaboration a été établie avec un chercheur initialement
établi a I'Université McGill en tant que directeur du Breast Cancer Informatics group (BCI), mais
qui a depuis obtenu une chaire de recherche au Centre for Structural and Functional Genomics
au département de biologie de I'Université Concordia. Cette collaboration a permis d’accéder a
une infrastructure comportant les données de nombreuses études précédentes logée sur de
puissants serveurs. Elle a également permis de bénéficier des connaissances bioinformatiques

de Dr. Hallett ainsi que de son expertise concernant le cancer du sein.

Pour I'ensemble de ce projet, nous avons utilisé les données accessibles au public et
portant sur GJA1 afin de caractériser I'expression de GJA7T dans les différents sous-types
moléculaires du cancer du sein et lors de la progression du cancer du sein. Nous avons
également exploré les données portant sur 'ensemble du génome afin de mieux comprendre le
contexte d’expression de GJA7 dans la glande mammaire normale ainsi que dans le cancer du

sein et afin de cibler des mécanismes menant a une expression aberrante de GJAT.

Notre approche a permis d’unifier et d’apporter des pistes d’explication concernant les
résultats divergents trouvés dans la littérature. Sur la base de nos résultats, d’autres équipes de
recherche qui étudient le réle de GJAT dans le cancer du sein ainsi que dans d’autres cancers
seront en mesure de mieux comprendre la littérature antérieure. Les travaux futurs de notre
laboratoire pourront également s'appuyer sur ces résultats afin d’approfondir la compréhension

du réle de GJAT dans le cancer du sein (voir '’Annexe III).
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5.1 Contribution a ’avancement des connaissances

Traditionnellement, GJA1 était considérée comme un suppresseur de tumeur dans les glandes
mammaires et plusieurs études rapportaient une diminution de I'expression de GJAT dans les
tumeurs comparativement aux tissus normaux, a la fois dans les études in vivo et in vitro (Laird
et al., 1999, Lee et al., 1992, Li et al., 2008, Nicolson et al., 1988, Plante et al., 2011, Qin et al.,
2002, Ren et al, 1990). Cependant, d’autres études ont produit des évidences qui
contredisaient ces conclusions (el-Sabban et al., 1994, Elzarrad et al., 2008, Kanczuga-Koda et
al., 2006, Pollmann et al., 2005, Stoletov et al., 2013). Ces évidences jetaient le doute sur le réle
de suppresseur de tumeur de GJAT et suggéraient que les fonctions de GJA7 pouvaient
dépendre du tissu ou du stade du cancer (El-Saghir et al., 2011, Naus et al., 2010). Par contre,
la plupart de ces études ont analysé un nombre limité d'échantillons et ont été menées avant la
classification des cancers du sein en sous-types intrinséques ou n'ont pas utilisé une telle

classification.

Nous avons émis I'hypothése que, puisque le cancer du sein est une maladie
hétérogéne, a la fois entre les tumeurs et au sein des tumeurs, cette hétérogénéité pourrait
contribuer aux divergences rapportées dans la littérature quant au role de GJA1. Cette étude
visait donc a mieux comprendre le réle ambigu de GJAT durant la progression du cancer en
caractérisant I'expression de GJA71 en fonction de divers critéres clinicopathologiques dans
chacun des sous-types de cancer du sein. Pour ce faire, nous avons utilisé un compendium de
données publiques disponibles, incluant des données d’expression génique pour des

échantillons comportant un nombre élevé de tumeurs.
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Si plusieurs publications ont montré que I'expression de GJAT était diminuée dans le
cancer au niveau de '’ARNm, au meilleur de notre connaissance, personne n’a jusqu’a présent
dressé un portrait exhaustif de I'expression de GJA7 en fonction des différents sous-types
histopathologiques ou moléculaires de cancer. Ainsi, notre étude contribue considérablement a

I'avancement du domaine en démontrant que :

1. GJAT est effectivement dérégulée dans le cancer du sein au niveau de ’ARNm et de
la protéine;

La dérégulation observée peut étre a la hausse ou a la baisse;

Les tumeurs qui surexpriment GJA1 n’affichent pas d’amplification génique;

Les mutations de GJAT n’affectent qu’un faible pourcentage des tumeurs;

o & 0N

La dérégulation de l'expression de GJA71 est donc probablement attribuable a

d’autres facteurs que les altérations génétiques

6. Qu’une diminution apparente de GJAT avec les grades des tumeurs était plutot
attribuable a un biais d0 a la non-stratification des tumeurs de différents sous-types;
Le pronostic associé a I'expression de GJA 1 varie en fonction du sous-type;

8. Un moins bon pronostic est associé a GJAT dans les tumeurs Her2e, suggérant que

la fonction de GJA71 dans le cancer du sein pourrait ne pas étre simplement

dépendante du tissu et du stade, mais également du sous-type.

5.2 Contribution des auteurs

Au cours de la rédaction de cet article, Mélanie Busby a congu et exécuté les expériences, a
analysé les données et a écrit le manuscrit. Michael T. Hallett a fourni 'accés aux jeux de
données d’expression, de méthylation, de d’altération du nombre de copies des génes dans le
cancer du sein via les serveurs du Breast Cancer Informatics group de I'Université McGill et du
Centre for Structural and Functional Genomics, du département de biologie de I'Université
Concordia. Il a participé a la conception des expériences et a la rédaction du manuscrit. Isabelle

Plante a contribué a la conception des expériences et a la rédaction du manuscrit.

5.3 Traduction du résumé

Les canaux transmembranaires de jonctions lacunaires permettent le transfert de petites
molécules entre les cytoplasmes de cellules voisines. lls sont formés de protéines appelées
connexines (Cxs) qui sont considérées depuis longtemps comme des suppresseurs de tumeur.
Cette idée a cependant été mise a I'épreuve par des études suggérant que le réle de connexine
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43 (Cx43) variait en fonction du tissu et du stade et qu’elle pourrait méme promouvoir la
progression des tumeurs. Les profils d’expression génique des cancers du sein invasifs ont
permis I'élaboration d’'un systéme de classification qui sépare les patients en au moins quatre
sous-type distincts. Cette étude caractérise I'expression de Cx43 pendant la progression pour
chacun des sous-types de cancer du sein en utilisant un compendium de données d’expression
disponibles publiqguement. Nous montrons plus particulierement que I'expression de Cx43
dépend du sous-type. Le grade de la tumeur varie également avec le sous-type de tumeur,
résultant en une coexpression avec le grade de fagon dépendante du sous-type. Un meilleur
pronostic est associé avec une expression élevée de Cx43 dans les tumeurs non-stratifiées et
dans les tumeurs luminales, mais avec une faible expression dans les tumeurs du sous-type
Her2e. Une meilleure compréhension de la régulation de Cx43 en fonction du sous-type est
nécessaire afin de clarifier le contexte au sein duquel Cx43 est associé avec la suppression ou
la progression tumorale.

5.4 L’article 1

ABSTRACT

Gap junction transmembrane channels allow the transfer of small molecules between the
cytoplasm of adjacent cells. They are formed by proteins, named connexins (Cxs), that have
long been considered as tumor suppressors. This widespread view has been challenged by
recent studies suggesting that the role of connexin 43 (Cx43) in cancer is tissue- and stage-
specific and can even promote tumor progression. High throughput profiling of invasive breast
cancer has allowed for the construction of subtyping schemes that partition patients into at least
four distinct intrinsic subtypes. This study characterizes Cx43 expression during cancer
progression with each of the tumor subtypes using a compendium of publicly available gene
expression data. In particular, we show that Cx43 expression depends greatly on intrinsic
subtype. Tumor grade also co-varies with patient subtype, resulting in Cx43 co-expression with
grade in a subtype-dependent manner. Better survival was associated with a high expression of
Cx43 in unstratified and luminal tumors but with a low expression in Her2e subtype. A better
understanding of Cx43 regulation in a subtype-dependent manner is needed to clarify the
context in which Cx43 is associated with tumor suppression or cancer progression.

Keywords: gap junctions; Connexin 43 (Cx43); breast cancer; survival analysis; intrinsic
subtype

1. INTRODUCTION

Connexin 43 (Cx43), a protein encoded by the Gap Junction protein alpha 1 gene (GJA7), forms
gap junction transmembrane channels facilitating communication between the cytoplasm of two
adjacent cells. Small molecules, including metabolites, second messengers and electrical
signals pass through these channels in a process called Gap Junction Intercellular
Communication (GJIC). Cx43 transcription is thought to be regulated both by transcription

factors and by epigenetic mechanisms [1], but is also regulated at the protein level by post-
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transcriptional modifications, trafficking to and from the plasma membrane and gating of the

channels [2].

The breast epithelium is composed of two layers of cells: an inner layer of luminal cells
surrounded by an outer layer of basal cells, composed mainly of myoepithelial cells but also
comprising stem and progenitor cell populations [3]. It is well established that Cx43 is expressed
mainly in the basal layer; however, a few studies showed Cx43 expression in luminal cells [4-6].
A study using transmission electron microscopy reported gap junctions to be present between
the basal and the luminal layers in normal breast tissues, although the exact connexin involved
was not determined [7]. A few studies have also demonstrated the expression of Cx43 in

fibroblasts surrounding the breast epithelium and in endothelial cells [8—10].

The role of Cx43 in breast cancer is controversial. On the one hand, Cx43 has long been
considered a tumor suppressor [11] with studies demonstrating it was under-expressed at the
mRNA and the protein level in cancer cell lines [12,13] or aberrant localization and

phosphorylation in tumors [12—16].

Cx43 has also been linked to the control of processes associated with breast cancer
progression and metastasis such as proliferation, invasion, migration and apoptosis [17].
Moreover, it was shown in vivo and in vitro that metastatic capacity was increased in tumors
cells showing a weak GJIC capacity and a lower number of gap junction plaques [18,19]. Re-
expression of Cx43 in tumor cells led to reduced growth of tumors in nude mice and fewer
metastases to the lungs [20,21]. Mice expressing a mutant form of Cx43 (G60S) also showed

increased breast tumor metastasis to the lung [3].

On the other hand, much evidence suggested that Cx43 is involved in later stages of
breast cancer progression. For instance, it has been suggested that Cx43 mediates the
interaction between tumor and endothelial cells to facilitate adhesion and extravasation at
secondary sites [22—24]. Cx43 has also been found to be expressed at higher levels in lymph
node metastasis than in the corresponding primary tumor [25]. The context of expression that
allows Cx43 to act as a tumor suppressor or promoter has not been elucidated and therefore

precludes its targeting in breast cancer therapies [11].

Breast cancer is highly heterogeneous, with both intra- and inter-tumoral molecular
variability. During the last decade, high throughput techniques have generated a body of new
data in many diseases including breast cancer. Genome-wide gene expression profiling has
produced classification schemes including the intrinsic subtypes consisting of luminal A (LumA),

luminal B (LumB), basal-like and HER2-enriched (Her2e) tumors. Luminal tumors are generally
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characterized by the expression of the estrogen receptor alpha (ERa) and the progesterone
receptors (PR). Most Her2e tumors harbor a genomic amplification of chromosome 17g12 that
contains the erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 gene (ERBB2/HERZ2). Approximately half of
Her2e tumors express ERa. Basal-like tumors are often negative for ERa or PR receptors as

well as for HER2 and also express basal cytokeratins [26,27].

This study aims to investigate Cx43’s ambiguous role during cancer progression with
each of the breast tumor intrinsic subtypes using a compendium of publicly available gene
expression data with large samples. Here, we report that Cx43 expression depends greatly on
intrinsic subtype. Tumor grade also co-varies with patient subtype, resulting in Cx43 co-
expression with grade in a subtype-dependent manner. Better survival was associated with a
high expression of Cx43 in unstratified and luminal tumors but with a low expression in the

Her2e subtype.

2. RESULTS

2.1. GJA1 Expression and Localization in the Breast

We first investigated the tissue localization and level of expression of Cx43 protein in human
samples of both morphologically normal breast tissue and tumors using the Human Protein
Atlas. This is a public database containing a large collection of normal and cancer tissue slides
which have been probed with various antibodies followed by a hematoxylin counterstain [28].
Cx43 is a membrane channel and is usually considered to be expressed in the myoepithelial
cell. A typical punctate staining of junctional plaques formed by Cx43 channels was observed for
normal tissues. The staining could be observed in the myoepithelial layer, as expected, but also
in some luminal cells (Figure 1a). Although an under-expression of Cx43 protein is observed in
some of the 21 cancer samples available (Figure 1a), others show a clear over-expression,
mostly in well differentiated luminal-like neoplastic cells, which did not appeared to be
associated with a basal layer (Figure 1c). In other samples, Cx43 could also be seen in a layer
of cells separating neoplastic tissue from stroma, although this layer sometimes adhered poorly
to both adjacent compartments (Figure 1d,e). Cx43 was also observed in samples with poorly
differentiated cell and tissue morphology (Figure 1f,g). Interestingly, Cx43 protein could also be
found in spindle-shaped cells in the stroma (Figure 1h). Overall, some normal punctate patterns
could be observed in some tumors (Figure 1d) while the majority of the samples showed either a

downregulation or an aberrant cytoplasmic localization of Cx43 in tumor cells.
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Figure1. (a—h) The Human Protein Atlas normal and breast cancer tissue staining by
immunohistochemistry for Connexin 43 (Cx43) (CAB010753 antibody)

(a) Normal breast. Insert: Arrowhead: myoepithelial cell's staining; arrow: luminal cell’s staining. (b—h)
Breast cancer tissue, (h) arrow: staining of spindle shaped stromal cells. Scale bar = 100 um. (i) GJA1
mRNA expression in breast tumor vs. adjacent normal breast tissue in The Cancer Genome Atlas (TCGA)
dataset. p value: * <0.05; ** <0.01; *** <0.001. (j) Scatter plot showing Cx43 protein and GJAT mRNA
level in tumors. In the legend, “Breast” indicates adjacent normal breast tissue. Pearson’s correlation
coefficient is given (r).

We next compared transcript levels of GJA1 in breast tumor samples and in the non-
cancerous adjacent tissues using microarray-based data of The Cancer Genome Atlas project
(TCGA) breast invasive carcinoma cohort (BRCA) of clinical samples. We observed a far greater
variance in mRNA expression in tumor samples compared to tumor adjacent morphologically

normal breast tissue (Figure 1i, the Fligner—Killeen test of homogeneity of variances, p value <

10_12). We also used whole sample Cx43 protein levels obtained for 105 TCGA samples by

mass spectrometry. GJAT mRNA and protein level are significantly correlated (Figure 1j,

-1
)

(Pearson correlation r = 0.6515, p value < e . Our results confirm that, in breast cancer,

GJA1 is concurrently dysregulated at both the protein and the mRNA level.
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2.2. GJA1 Expression Varies with Breast Cancer Subtype

We then speculated that GJA7 variability could be linked to the molecular heterogeneity of
breast cancer. When we compared GJAT mRNA expression after stratifying patient samples by
their intrinsic subtype (Pam50 by genefu [29]) (Figure 2a), the increase in variance in gene
expression of tumor samples relative to normal tissue was observed in every subtype. The
LumA had a mean expression level statistically indistinguishable from morphologically normal

samples, but a small significant progressive decrease in expression is observed from LumB to

basal and Her2e subtypes (Figure 2a).
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Figure 2. The GJA1 expression level is more variable in breast tumor than in normal tissue and

varies with subtype
(@) The GJAT mRNA level in normal breast tissue and in each tumor intrinsic subtype. (b) The Cx43

protein level in each intrinsic subtype. In the legend, “Breast” indicates adjacent normal breast tissue. All
data are from the TCGA dataset. p value: * <0.05; ** <0.01; *** <0.001; NS Not statistically significant.

A similar pattern was observed in the four other datasets, although normal breast tissues
were only used in TCGA and Curtis datasets (Figure A1). A similar pattern was also observed at
the protein level in the TCGA dataset (Figure 2b). Together, these results suggest that the
expression of GJA17 is strongly associated with tumor subtype and is more variable in each

subtype in comparison to morphologically normal tissue.

2.3. Somatic DNA-Level Events of GJA7 Do Not Drive Expression Changes of
GJA1 in Breast Cancer

We next asked if underlying DNA-level somatic copy number changes in the genomic loci

harboring GJA1 influence gene expression levels. For the TCGA dataset, a few tumors had
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amplification or deletion of GJA1, compared to genes known to be amplified in breast cancer

(Figure 3a).
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Figure 3. Somatic DNA-level events of GJA7 do not drive expression changes of GJA1 in breast
cancer

(a) Percentage of tumors with a relative linear copy number >1 (amplification, in red) and <-1 (hemi- or
homozygous deletion, in blue) for GJA1 compared to other genes known to be altered in breast cancer.
(b) Relative linear copy number value for each breast cancer subtype. (¢) Somatic copy number alteration
and putative copy number calls against mMRNA expression for GJA1 and HSF2. Copy number calls were
computed by TCGA using GISTIC 2.0 (-2, Homozygous deletion; -1, Hemizygous deletion; 0, Neutral/no
change; 1, Gain; 2, High level amplification). Pearson’s correlation coefficient between relative linear copy
number value and mRNA expression is given GJAT and HSF2. In the legend, “Breast” indicates adjacent
normal breast tissue. (d) Contingency table and bar plot showing the distribution of copy number alteration
(CNA) by subtype. Due to the small number of samples in -2 and 2 CNA, Fisher's exact test was applied
on -1, 0 and 1 CNA. (e) Total number and GJAT mutations observed in the 3 cases out of 988 patients.
All data from the TCGA dataset. p value: * <0.05; ** <0.01; *** <0.001; NS Not statistically significant.

Moreover, tumors with GJA1 amplification did not show an increase in expression while
only deep deletions reduced expression (-2 in called copy number, as shown in Figure 3c). Most
luminal tumors with the highest expression of GJA7 were found to have either a normal copy
number or single deletion (Figure 3b—d). Moreover, in tumors with a GJA1 gain or amplification,
a slight but significant decrease in expression, rather than an increase, could be observed
compared to normal tissues (Figure 3c). GJAT mRNA also weakly negatively correlated with
DNA copy number (Figure 3c), suggesting that Cx43 over-expression in breast cancer is not
driven by DNA amplification. To validate our procedure, we used the HSF2 gene, a close

neighbor of GJA1 on chr6g22, which shares similar copy number in 99% of TCGA’s breast
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cancer cases. In contrast to what was observed for GJA1, HSF2 mRNA was positively
correlated with the copy number of its own gene (Figure 3c¢). Moreover, somatic point mutation
data showed that, in the TCGA cohort, only three breast cancer patients out of 977 harbored at
least one GJAT mutation, accounting for 0.31% of the tumors (Figure 3e). Only one tumor with
an extremely high number of total mutations (TCGA-AN-A046) was found to have both a GJA1
mutation and a slightly higher expression of the gene (2.76) compared to normal range (-1.01 to
2.20) (Figure 3c,e). Together, these results argue that loss or amplification of the GJAT gene

likely does not dictate mRNA and protein dysregulation in breast cancer.

2.4. GJA1 Level Is Dependent on Hormonal Receptor Status

Because Cx43 level varies through the mammary gland development and the reproductive
cycle, it has been suggested that it could be regulated by hormones, similar to what has been
observed in other tissues [4,30-32]. We thus next investigated whether the GJAT mRNA level

was directly linked with hormonal receptors status.

Consistent with the subtype-specific expression of Cx43, ERa- or PR-positive breast
tumors had a significantly higher expression of GJAT mRNA compared to ERa- or PR-negative
tumors (Figures 4a and A1-A3). Results were similar for all five datasets, except for PR in the
NKI dataset where the low number of samples did not allow statistical significance to be reached
(Figures 4a, A2a and A3a). However, there were no strong correlations between GJAT
expression and ESR1 mRNA, with total protein level (ERa), or with the activated form of ERa
phosphorylated on serine 118 (ERa_pS118) (Figures 4b—e and A1b,c). While only weak
correlations were observed in most individual subtypes, a stronger correlation between GJA1
and ESR1 mRNA and protein was observed when the tumors were pooled (Figure 4b—d). As
expected, ESR1 mRNA was better correlated with total ERa (Pearson’s r = 0.9011, Spearman’s
r=0.8969) than with ERa_pS118 proteins (Pearson’s r = 0.5459, Spearman’s r = 0.6407).
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Figure 4. Depending on the receptor status, GJA1 is associated with different mRNA levels in
clinical samples

(a) Expression of GJAT mRNA stratified by estrogen receptor alpha (ERa), progesterone receptor (PR)
and erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2/Her2) status in the TCGA dataset. p value: * <0.05; **
<0.01; ** <0.001; NS Not statistically significant. (b) Plot of GJAT vs. ESR1, PGR and ERBB2 mRNA
(microarray) level in each subtype and in normal breast tissue. In the legend, “Breast” indicates adjacent
normal breast tissue. (¢) Bootstrapped correlations between ESR1, PGR or ERBB2 and GJAT mRNA
level either in pooled breast cancer tumors or in individual breast cancer intrinsic subtypes and in normal
breast tissue. (d) Plot of GJA7T mRNA vs. ER-alpha, ER-alpha pS118, PR or HER2 protein level assessed
by reverse phase protein assay (RPPA). (e) Bootstrapped correlations between GJAT mRNA and ER-
alpha, ER-alpha pS118, PR or HER2 protein level (RPPA). All data are from TCGA’s BRCA dataset.

Stronger correlations between PGR mRNA and protein levels and GJAT mRNA levels
were observed, not only in unstratified (pooled) analysis, but also in individual subtypes within
most datasets (Figures 4b—e and A1b,c). This association was stronger in cancer samples than
in normal breast tissues in all datasets for which normal tissues were available. Similar to ERa,
total PR protein was well correlated with PGR mRNA (Pearson’ r = 0.8593 and Spearman’s r =
0.8723).

Tumors positive for the HER2 receptor by histochemistry (TCGA dataset) did not express
significantly different levels of Cx43 mRNA. However, when HER2 status was given by HER2
amplicon probes or HER2 mRNA expression (Vanvliet, NKI and Curtis datasets), HER2+ tumors
had a significantly lower level of GJA1. No direct correlation was observed between GJAT and
the HER2 (ERBB2) mRNA (Figures 4a—e and A4a—d). A good correlation was observed
between HER2 mRNA and total HER2 protein level (Pearson’s r = 0.8344, Spearman’s r
0.68634). The correlation between HER2 protein (HER2 and HER2_pY 1248 activated form) and
GJA1 mRNA was not stronger than that observed for HER2 mRNA (Figures 4b—e and A3d).

Together, the significant differences observed in GJAT mRNA level in individual subtypes
and with receptor status suggest that GJA7 level is dependent on the molecular context
provided by such subtypes. In addition, GJAT does not vary directly with ESR1 and HER2
MRNA and protein levels but shows a stronger correlation with PGR mRNA and PR protein in

tumor samples.

2.5. GJA1 mRNA is Dysregulated at the Early Stages of Breast Cancer and Is
Reduced with Grade When Tumors Are Pooled

To reconcile evidence supporting both tumor-suppressive and -promoting roles, it has been

suggested that Cx43 function could depend on tissue type or evolve with tumor stage [11]. We

therefore investigated whether GJA1 expression in primary breast tumor changed with stage
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and grade at the mRNA level in breast cancer. Since grade/stage are strongly associated with
subtype, we first stratified our cohorts by intrinsic subtype. We used the Curtis dataset, as GJA1
expression was available for invasive tumors (stages 0 to IV) and “normal” adjacent tissue for
numerous samples. A significant dysregulation of GJA7 expression occurred at the early stages
in all breast cancer subtypes, although both over-expression and downregulation could be
observed (Figures 5 and A5). Most of the GJA71 over-expressing luminal tumors were found to
be of low stage (0-Il). However, a reduction was observed in early stage basal-like and Her2e
tumors (Figures 5 and A5). A significant increase in GJA7 was also observed in the invasive

stage | compared with stage 0 in all subtypes (Figure 5).
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Figure 5. GJAT mRNA level is dysregulated in clinical samples at the early stages of breast cancer
GJAT mRNA level for each tumor stage and for normal breast in the Curtis Discovery dataset, either in
pooled breast tumors or stratified by intrinsic subtype. In the legend, “Breast”’ indicates adjacent normal
breast tissue. p value: * <0.05; ** <0.01; *** <0.001.

We then investigated whether or not the expression of GJA7 could be linked to tumors’
grade. Our analysis revealed that GJAT mRNA expression was significantly decreased with
grade when all tumors were pooled, but not when they were stratified by intrinsic subtype
(Figures 6 and AB). A significant decrease in GJA7 with grades in LumB tumors could be

observed only in the Vanvliet's dataset but not in other datasets analyzed (Figures 6 and AG).
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Figure 6. GJAT mRNA level is downregulated with grade in clinical samples only in pooled tumors
but not in individual subtypes
GJAT1 mRNA level for each tumor grade in the Curtis Discovery dataset, either in pooled breast tumors or

stratified by intrinsic subtype. In the legend, “Breast” indicates adjacent normal breast tissue. p value: *
<0.05; ** <0.01; *** <0.001.
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Interestingly, basal and Her2e tumors, which express a low level of GJAT (Figure 2),
account for an important proportion of grade 3 tumors, thus reducing the mean GJA1 expression
for this grade (Figure 6). Moreover, grade 1 tumors are mostly luminal A and B, with a subset of
GJA1T over-expressing tumors, introducing an upward bias in this grade. Grade 2 tumors consist
of a more balanced mix of all the subtypes (Figures 2 and 6). These results suggest that an
observed reduction in GJA71 with grade in pooled tumors is likely a bias induced by the pooling

of the tumors’ subtypes.

2.6. In Her2e Breast Tumors, a Low Expression of GJA17 Is Associated with a
Better Prognosis

To gain further insight into the role of Cx43 in breast cancer, we analyzed how the level of GJA1
MRNA expression in each subtype was associated with outcome. Observations that Cx43
expression was associated with a worse prognostic in ER-negative [33] and Her2e [34] tumors
have been previously reported using the web-based platform KMPlotter [35] while ER-positive
tumors had a better prognosis [33]. Investigating further the results of BreastMark and KMPlotter
Web platforms, survival analysis showed that pooled and luminal tumors with high levels of
GJA1 mRNA were associated with a better prognostic (hazard ratio < 1), although results were
not always statistically significant (Figures 7 and A7a,b). Conversely, basal-like and Her2e
tumors followed an opposite trend (hazard ratio > 1), with high expression of GJA1 strongly

associated with a worse prognosis in the Her2e subtype (Figures 7 and A7a,b).
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Figure 6. GJAT mRNA level is downregulated with grade in clinical samples only in pooled tumors
but not in individual subtypes

GJAT1 mRNA level for each tumor grade in the Curtis Discovery dataset, either in pooled breast tumors or
stratified by intrinsic subtype. In the legend, “Breast” indicates adjacent normal breast tissue. p value: *
<0.05; ** <0.01; *** <0.001.

Since the aggregation of several datasets in BreastMark and KMPlotter platforms could

lead to artifacts in survival analysis, we went further by performing our own survival analysis for
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each subtypes for either aggregated (Figure 7) or individual datasets (Figures A9 and A12)
following the determination of the best cutoff either by the receiver operating characteristic
(ROC) curve (Figure A8a—c) or by the smallest p value of the log rank test for different
thresholds (10-90) (Figure A10).

ROC curves have shown that the highest area under the curve (AUC) for GJAT was
obtained when tumors were pooled (Figure A8a) and GJAT was then ranked, at worst, in the
eleven first percentiles when compared to all the probes present in the five datasets (Figure
A8c). The log rank test was highly significant for all the analyses (Figures 7, A9 and A12) and for
a vast range of cutoffs (Figure A10c), suggesting that GJA7T has the greatest discriminating
power when cohorts are unstratified. This is in line with a differential expression of GJA7 in

luminal vs. basal and Her2e tumors that also have diverging prognostics (Figure 2a).

When analyzing individual subtypes, a high expression was also significantly associated
with a better prognosis in all analyses for LumA and for most analyses for LumB tumors (Figures
7, A9 and A12). However, survival curves in most analyses as well as the hazard ratio for a wide
range of cutoffs (Figure A11) showed that this tendency is reversed in Basal and Her2e tumors
where GJA17 is mostly associated with a worse prognosis. This result was most significant in
Her2e tumors, especially with smaller cutoffs while significance was rarely reached for Basal

tumors.

However, GJAT ROC curves showed that GJA7 did not consistently identify bad
prognosis tumors with a high specificity and sensitivity (Figure A8a). These results suggest that
although stratifying tumors revealed that the role of GJA1 possibly differs in different breast
cancer subtypes, GJAT should not be used as a clinical marker. These results also highlight
once again how analyses using pooled tumor subtypes might induce biases and hide diverging

results that are subtype-specific.

3. DISCUSSION

Traditionally, Cx43 was considered as a tumor suppressor in the breast, with many studies
reporting decreased Cx43 expression in tumor compared to normal breast tissue via both in vivo
and in vitro studies [3,12,13,18-21]. However, other studies contradict these findings [8,22—-25].
This recent evidence has cast doubt on Cxs tumor’s suppressive role, suggesting that the Cxs
function in cancer was tissue- and tumor stage-dependent [11,17]. At least four different

subtypes of breast cancer have been identified, each having unique molecular profiles,
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responses to treatment and prognostics. Our evidence suggests that the role of Cx43 is

dependent on subtype.

3.1. Cx43 Expression Is Dysregulated in Breast Cancer

Early studies first showed a dramatic downregulation of GJA7 at the mRNA and the protein level
in breast cancer cell lines as well as in rat and human breast tumors [12,13]. Conversely, other
studies showed an increase in a subset of tumors [15]. Most of these studies analyzed a limited
number of samples and were conducted either prior to the intrinsic subtype classification of
breast cancer or did not use such classification. Our results, with several large cohorts of breast
cancer clinical samples, reconcile these contradictory data by demonstrating that the observed
dysregulation can involve both he increased and decreased expression of the Cx43 protein and
MmRNA. These observations are consistent with more recent reports at the protein level
[15,16,25,36].

3.2. Dysregulation of Cx43 Is Linked to Hormonal Receptor Status and Tumor
Subtype

Our results showed that the expression of Cx43 in breast tumors was lower in basal and Her2e
than in normal tissues and that Cx43 levels vary greatly within luminal subtypes. This subtype-
dependent expression was also shown by more recent studies, the result of which also supports
a higher expression of Cx43 mRNA and protein in luminal tumors than in basal-like and Her2e
subtypes [36,37]. Because the intrinsic subtypes are characterized by, among others, hormonal
receptor status, we wanted to evaluate whether a functional link could be captured in whole-
tumor expression profiles between Cx43 and ERa, PR or HER2. Whole-tumor expression has
been used by others, both to assess the content of specific cell types in samples and to decipher
functional links between genes [38,39]. Using this method, we showed that GJA7T mRNA
increases in a subset of ERa- and PR-positive tumors and in the luminal subtypes, which are
largely ERa- and PR-positive. These results were not surprising as much evidence supports a
link between Cx43 and hormones in breast tissue [32] and in other tissues [40-43]. GJA1 is also
expressed at lower levels when HER2 status is positive and within the Her2e breast cancer
subtype, except in the TCGA dataset. In an early study, it was reported that Cx43 gap junctions
were dramatically reduced in breast tumors, and that this reduction was considered to occur

regardless of ERa, PR or HER2 status [12]. More recent studies have reported that Cx43 protein
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expression correlated positively with PR and ERa status [44,45] and negatively with HER2
protein expression [45]. However, Conklin et al. reported that no correlation was observed

between Cx43 and HER2 protein in tissue microarrays [44].

Our results suggest a direct relationship between GJA71 and PR expression in breast
cancer samples. Our analysis shows that GJA1 level correlates with PR mRNA and protein in
several subtypes. These results suggest that either PR or GJAT levels are dependent on the
relative amount of some cell types co-expressing both genes, or that a functional link exists in
the regulation of these genes in the same cell type or via paracrine signaling. Accumulating
evidence has shown that ERa and PR are expressed in cell populations that do not totally
overlap. GJA1 is usually associated with basal cells while PR is thought to be expressed mainly
in hormone-responsive luminal cell [1]. However, PR has been detected in some human breast
basal cells, especially within immature lobules [1], suggesting an expression in primitive basal
progenitor cells. PR has been suggested to coordinate basal cell proliferation, either via
paracrine or autocrine stimulation [1]. It was also reported that the unliganded progesterone
receptor isoform A (PRA) could activate Cx43 transcription by interacting with AP-1
heterodimers composed of FRA2 and JUND [42]. More studies are needed to better understand
Cx43 localization and regulation, as well as its potential link with hormones. This knowledge is
essential to further understand mammary gland morphogenesis and how Cx43 and hormones

are involved in breast cancer.

Several other questions remain unanswered regarding the link between GJA7 and ERa,
PR and HER2. While the receptor’s protein and mRNA levels were well correlated in our study,
their functional status in the samples is unknown. Protein expression data for some
phosphorylated forms of ER (ERa_pS118) and HER2 (HER2_pY1248) receptor were available.
Beyond single phosphorylation, the activation of these receptors is mostly dependent on
complex post-transcriptional processing which affects receptors’ specific functions and gene
transcription. As a result, prognostic significance of ERa has been shown to be phosphorylation
site-specific [46]. Therefore, it cannot be excluded that GJA7T mRNA expression can be
regulated by ERa or HER2 and that these links could not be captured by expression profiles
from breast cancer samples. Regardless of the precise nature of the link between GJA7 and
hormone receptors, our results suggest that GJAT level is dependent on the overall molecular
context provided by each breast cancer subtype and that this might relate to PGR level, at least

in some subtypes.
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3.3. Upregulation of Cx43 mRNA Is Not Driven by DNA Amplification in Breast
Cancer

Somatic DNA-level chromosomal aberrations are a defining characteristic of cancer and are
common in breast carcinoma. Genomic loss and amplification cause decreases and increases in
the transcription of genes in the region and often with concomitant effects of protein expression.
We found that GJAT is rarely the target of such somatic events, and when it occurred it was
often in Her2e and basal subtypes, consistent with the observation that these two subtypes
generally have an increased amount of genomic instability in comparison to the luminal
subtypes. Our results are also in accordance with previous studies that have shown that the
region of human chromosome 6 where GJA1 is located (6922.31) has a relatively low level of
amplification and deletions [47]. Cx43 was rarely mutated in breast cancer samples. Together,
these results suggest that GJAT dysregulation at the mRNA and protein levels involves a
dysregulation of other factors impacting the transcription (epigenetics, transcription factors) or
MRNA stability.

3.4. Cx43 mRNA Level Is Dysregulated at the Early Stages of Breast Cancer

It was previously reported that, in primary tumors, Cx43 protein expression correlated with
clinical stages [45]. Our analysis of microarray data from large cohorts of primary tumors
suggested that Cx43 is decreased in a subset of tumors during early carcinogenesis (stage 0)
and is re-expressed at higher levels in stage | tumors. While stage 0 of the luminal subtypes
showed an increased variance of expression, those of basal-like and Her2e tumors had a
significantly reduced expression compared to normal tissues. However, we could not observe a
robust mRNA reduction, or increase, in later stages compared either to early tumor stages or to

normal tissues.

A previous study investigated immunohistochemistry for Cx43 protein expression in
ductal carcinoma in situ (DCIS), DCIS with microinvasion, DCIS with invasive ductal carcinoma
(IDC) and IDC alone. In pooled tumors as well as in most subtypes, the lowest expression of
Cx43 protein occurred neither in DCIS nor IDC alone but precisely in DCIS with microinvasion
where only three out of thirty-seven cases (8%) were positive [36]. On the other side, out of 193
invasive lesions, sixty-three (33%) expressed Cx43. When looking specifically at the Her2e
subtype, Cx43 was not expressed in a lower number of DCIS with microinvasion as in other

subtypes since Cx43 was rarely expressed. Cx43 was present in only one of twenty IDC
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samples while the remaining twenty-six samples of other groups (DCIS, DCIS with microinvasion
and DCIS with IDC) were all negatives. Whether or not the stromal compartment was included in
the analysis was not specified. These results are consistent with our observation that, in all
subtypes, DCIS (typically stage 0) had a lower expression than invasive stage | tumors.
Together, these result point to Cx43 dysregulation as an early event in tumorigenesis, similar to

what has been observed in the early stages of cervix, endometrial and thyroid cancers [48].

Moreover, it should be noted that while breast cancer stages are based on the size and
the spreading of the disease in the tissue or to distant sites, the mRNA expression profiles we
used only account for gene expression in whole primary tumors. Important morphologic
information is therefore lost. During cancer progression, localized neoplastic cells acquire the
capacity to invade surrounding tissues, and eventually reach the blood or lymphatic vasculature,
allowing them to spread to other organs [49]. Depending on the stage and their location within
the tumor or the tissue, these tumor cell populations face different challenges depending on the
processes accomplished and on the microenvironment surrounding them [49]. Microarray data
do not make it possible to either finely assess the expression of specific cells according to their
specific localization in the tumor or to distinguish tumor gene expression from the stroma. A
comprehensive study of events occurring early in carcinogenesis and accounting for the
geographical localization within the tumors at primary or distant sites, and for the different cell
populations in a subtype-dependent manner, is therefore the next logical step in further

understanding Cx43’s role in tumor progression.

3.5. The Apparent Grade-Dependent Decrease in Cx43 Is Linked to Its Low
Expression in More Aggressive Subtypes

Tumor grade is a measure of the degree of abnormality of tumor cells and of dedifferentiation of
cancer tissues compared to normal breast tissue. Our results showed that, when all tumors are
pooled, the GJAT mRNA level seems to increase in grade 1 tumors compared to normal tissues
and gradually decrease with increasing grade. However, stratifying the tumors by subtype
showed that within an intrinsic subtype, the distribution of the tumors within each grade varies
considerably. Indeed, luminal A and B tumors are more frequently of grade 1 or 2 and some of
them over-express GJA71 (Figure 2), while most basal and Her2e tumors, that express a low
level of Cx43, are mostly of grade 3. As a result, GUAT mRNA is not lost with grade in individual
subtypes. These results suggest that the observed correlation in pooled tumors is, in fact, a bias

attributable to the pooling of the tumors, and reflects the high grade of basal and Her2e tumors.
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These results also highlight how pooling the different intrinsic subtypes, expressing varying
degrees of GJA1, can introduce important biases in cohort analysis and will likely yield different

results depending on the composition, in terms of the subtypes, of the cohorts studied.

3.6. High Expression of Cx43 Is Associated with a Good Prognostic in Luminal
Subtypes, but with a Worse Prognostic in Her2e Tumors

Our results showed that, consistent with its ascribed role as a tumor suppressor in breast
cancer, Cx43 was expressed at lower levels in more aggressive basal and Her2e subtypes than
in luminal subtypes. Survival analysis of pooled tumors therefore showed a better survival of
tumors highly expressing Cx43. However, as with grade, pooling breast cancer subtypes to
analyze the effect of GJA7 on the outcome introduces biases. Tumors expressing low levels of
GJA1 are overrepresented in aggressive basal and Her2e tumors, likely dragging down the
survival of the group expressing a low level of GJA1. Therefore, performing survival analysis on
pooled tumors, a good prognosis patient is automatically segregated into the curve of tumors

highly expressing GJA1, and vice versa.

Paradoxically, the prognostic associated with Cx43 expression diverged depending on
the intrinsic subtype, with a good prognosis in luminal tumors and an opposite trend in Her2e
tumors. A previous study using immunohistochemistry found no correlation between Cx43
protein level and patient outcome [44]. However, similar to our results, more recent studies using
expression array-based survival curves found that a high GJA7 expression was associated with
a better prognosis in ERa-positive breast cancer tumors, while an opposite trend was observed
in ERa-negative tumors [33] and Her2e tumors [34]. The worse prognosis associated with GJA1
in Her2e tumors suggests that GJA1 function in breast cancer might not just be tissue- and

stage-dependent, as suggested by others [11,17], but might also be subtype-dependent.

Cx43 has been reported to be expressed both in epithelial and stromal cells types. The
molecular landscape provided by different cell types and/or by different breast cancer subtypes
might provide different context, possibly allowing Cx43 to assume different functions and leading
to different outcomes. It could be hypothesized that such context may provide different sets of
interacting partners for GJA71, and its expression might even be driven by a different set of
transcriptional or epigenetic regulators. In addition, an important determinant of the capacity of
Cx43 to assume its channel function is unarguably its proper membrane localization. From array
based mRNA expression data, it is until now impossible to assess neither the cellular localization

nor the functional status of Cx43. It is very likely that these important and relevant information
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would contribute to a more complete understanding of the functions of Cx43 in breast cancer.
For instance, a recent study demonstrated that over-expressing Cx43 in two different HER2-
positive breast cancer cell lines led to a diverging ability to proliferate, migrate, form
mammospheres and form tumors in mice. Tumorigenic characteristics of the cancer cells were
enhanced when functional gap junction channels could not be formed upon Cx43 over-
expression, but were reduced when membrane gap junction plaques allowed cells to
communicate [34]. These aspects of Cx43 biology might explain its different roles according to
subtypes but also possibly within subtypes and should therefore be addressed. Additional
researches are required to better understand the context that allows Cx43 to suppress or

promote carcinogenesis in different intrinsic subtypes.

4. MATERIALS AND METHODS

4.1. Gene Expression

We used 4K samples over different expression platforms. Vanvliet used Affymetrix Human
Genome U133A (data processed with Robust Multi-Array Average (RMA)) [50]. Curtis discovery
and Curtis validation used the lllumina HT-12 v3 platform (expression given as a Log2 intensity
level) [47]. The Cancer Genome Atlas (TCGA) used a custom Agilent G4502A 244K array
(expression given as Log2 Lowess normalized ratio) [51]. NKI used a Hu25K Agilent platform
(samples were hybridized against a pool of equal amount of RNA from each patient and gene
expression is given as a log10 of intensity ratio) [52]. Normalized signal per probe or probe set
MRNA expression was downloaded for tumor samples for all five datasets. Breast cancer
intrinsic subtype was assigned to each sample with the Pam50 molecular subtyping algorithm

using the R genefu package [29]. Survival for each case was determined as in [27].

ERa, PR and HER?2 status provided in the original publication of the dataset was used.
For TCGA, ER, PR and HER2 status was obtained by immunohistochemistry (IHC). For NKI, ER
and PR status was determined by IHC and the sample was considered positive if at least 10% of
the cells were positive. For Vanvliet, ER and PR status was determined with the Bioconductor
package ROCR based on the expression of the probe 205225 at and validated with IHC when
available. NKI and Vanvliet HER2 status was determined using the probes of the HER2
amplicon genes. For Curtis datasets, ER, PR and HER2 status was based on mRNA
expression. In the TCGA dataset, the level of some proteins has been investigated with reverse

phase protein assay (RPPA). Data were available for total ERa, PR and HER2 as well as for the
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phosphorylated forms of ERa (pS118) and HER2 (pY1248) that are at least partially indicative of
the activation status [46,53]. GJAT protein level obtained by mass spectrometry for 105 TCGA
samples was retrieved from the protein report found at the Clinical Proteomic Tumor Analysis
Consortium (CPTAC) data portal [54]. Levels are given as the log2 of the ratio of each sample

with respect to a pooled reporter sample.

4.2. DNA Alteration

Copy number alterations (CNAs) were measured in the TCGA dataset with Affymetrix 6.0 single
nucleotide polymorphism (SNP) arrays and segmented using Circular Binary Segmentation
(labeled here as Relative linear copy number values) [51]. Data were further processed by
TCGA using GISTIC 2.0 to assign the Putative copy number calls per gene (-2: Homozygous
deletion, —1: Hemizygous deletion, 0: Neutral/no change, 1: Gain, 2: High level amplification)
[51]. Mutations were detected using whole-exome sequencing after controlling for germ line and
normal adjacent tissue mutations [51]. Linear and called CNA data as well as mutation data for
the TCGA dataset were retrieved using R via cBioportal [55,56]. A total of 977 patients had data

for mutations [51].

4.3. Survival Analysis

Survival data was available for all five datasets. The log-rank test was used to estimate
significance and hazard ratios (95% CI) were computed via Cox regression using survival
package [57]. ROC curves were computed using the pROC package [58]. Kaplan—Meier plots
were used to visualize the data. The best cutoff to determine tumors expressing high or low
levels of Cx43 was selected using either the ROC curves or based on the smallest p value of the
log rank test computed for each threshold between 10 and 90. For aggregated datasets
analysis, each cohort was first split into groups based on the selected threshold and datasets

were pooled only after splitting.

In addition, survival analyses were computed using the BreastMark and KMPIotter web
platforms that use several well-known dataset [35,59]. BreastMark allows thresholds of 25, 50
and 75 percentile to be selected to split the different cohorts used before aggregating them. For
each analysis, we selected the threshold giving the best results. Since less samples were
available in KMPlotter for statistical computation, we only included analyses for which there were

at least 100 samples to draw both high and low expression curves for each subtype.
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4.4. Statistical Analysis

All statistical analyses were carried out with R version 3.4.3 [60]. For two class comparisons,
(cancer vs. normal tissues; positive vs. negative hormonal status) the Wilcoxon-Mann-Whitney
test was used. When more than two classes were compared, the Kruskall-Wallis test was used
followed by the Dunn post-hoc test to assess the statistical significance for each pair of samples
(to compare subtypes). For stages and grades, differential gene expression was assessed using
Limma package [61]. A Benjamini-Hochberg correction was applied to adjust the p values for
multiple testing. Because each subtype had a different number of patients, when correlation
tests were performed between the expression of GJA7T and the expression of other genes, a
non-parametric bootstrap procedure was used for each subtype to derive the mean correlation

coefficient and a percent confidence interval.

5. CONCLUSIONS

Our study has clarified the expression pattern of GJAT mRNA in breast cancer and showed that
GJA1 expression, as well as its prognostic significance, is dependent on breast cancer subtype.
We also highlighted important biases that are introduced in analyzing pooled tumors. These
biases need to be taken into consideration when studying GJA17, but also numerous other genes
that are known to be linked, for instance, to ERa expression. Breast cancers are heterogeneous
and genetically diverse and the lack of recognition of this molecular heterogeneity might explain
the conflicting results from the literature, not only for GJA1, but potentially for other tumor
suppressors or oncogenes. Overall, these results clearly showed that the molecular context
where Cx43 is expressed in general, and the tumor subtypes of breast cancer in particular,

should be taken into account when investigating Cx43’s role in carcinogenesis.
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IDC Invasive ductal carcinoma
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LumB Luminal B

PR Progesterone Receptor

RPPA Reverse phase protein assay

TCGA The Cancer Genome Atlas

REFERENCES

1. Arendt, L.M.; Kuperwasser, C. Form and function: how estrogen and progesterone
regulate the mammary epithelial hierarchy. J. Mammary Gland Biol. Neoplasia 2015, 20,
9-25.

2. Su, V. Lau, A.F. Connexins: Mechanisms regulating protein levels and intercellular
communication. FEBS Lett. 2014, 588, 1212—-1220.

3. Plante, I.; Stewart, M.K.; Barr, K.; Allan, A.L.; Laird, D.W. Cx43 suppresses mammary
tumor metastasis to the lung in a Cx43 mutant mouse model of human disease. Oncogene
2011, 30, 1681-1692.

4. Dianati, E.; Poiraud, J.; Weber-Ouellette, A.; Plante, |. Connexins, E-cadherin, Claudin-7
and beta-catenin transiently form junctional nexuses during the post-natal mammary gland
development. Dev. Biol. 2016, 416, 52—-68.

97



N

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Monaghan, P.; Clarke, C.; Perusinghe, N.P.; Moss, D.W.; Chen, X.Y.; Evans, W.H. Gap
junction distribution and connexin expression in human breast. Exp. Cell Res. 1996, 223,
29-38.

Talhouk, R.S.; Elble, R.C.; Bassam, R.; Daher, M.; Sfeir, A.; Mosleh, L.A.; EI-Khoury, H.;
Hamoui, S.; Pauli, B.U.; EI-Sabban, M.E. Developmental expression patterns and
regulation of connexins in the mouse mammary gland: Expression of connexin30 in
lactogenesis. Cell Tissue Res. 2005, 319, 49-59.

Pitelka, D.R.; Hamamoto, S.T.; Duafala, J.G.; Nemanic, M.K. Cell contacts in the mouse
mammary gland. I. Normal gland in postnatal development and the secretory cycle. J. Cell
Biol. 1973, 56, 797-818.

Pollmann, M.A.; Shao, Q.; Laird, D.W.; Sandig, M. Connexin 43 mediated gap junctional
communication enhances breast tumor cell diapedesis in culture. Breast Cancer Res.
2005, 7, R522—-R534.

Tomasetto, C.; Neveu, M.J.; Daley, J.; Horan, P.K.; Sager, R. Specificity of gap junction
communication among human mammary cells and connexin transfectants in culture. J.
Cell Biol. 1993, 122, 157-167.

Woodward, T.L.; Sia, M.A_; Blaschuk, O.W.; Turner, J.D.; Laird, D.W. Deficient epithelial-
fibroblast heterocellular gap junction communication can be overcome by co-culture with
an intermediate cell type but not by E-cadherin transgene expression. J. Cell Sci. 1998,
111, 3529-3539.

Naus, C.C.; Laird, D.W. Implications and challenges of connexin connections to cancer.
Nat. Rev. Cancer 2010, 10, 435-441.

Laird, D.W.; Fistouris, P.; Batist, G.; Alpert, L.; Huynh, H.T.; Carystinos, G.D.; Alaoui-
Jamali, M.A. Deficiency of connexin43 gap junctions is an independent marker for breast
tumors. Cancer Res. 1999, 59, 4104-4110.

Lee, S.W.; Tomasetto, C.; Paul, D.; Keyomarsi, K.; Sager, R. Transcriptional
downregulation of gap-junction
proteinsblocksjunctionalcommunicationinhumanmammarytumorcelllines.
J.CellBiol.1992,118,1213-1221.

Gould, V.E.; Mosquera, J.M.; Leykauf, K.; Gattuso, P.; Durst, M.; Alonso, A. The
phosphorylated form of connexin43 is up-regulated in breast hyperplasias and carcinomas
and in their neoformed capillaries. Hum. Pathol. 2005, 36, 536—-545.

Jamieson, S.; Going, J.J.; D’Arcy, R.; George, W.D. Expression of gap junction proteins
connexin 26 and connexin 43 in normal human breast and in breast tumours. J. Pathol.
1998, 184, 37-43.

Kanczuga-Koda, L.; Sulkowska, M.; Koda, M.; Reszec, J.; Famulski, W.; Baltaziak, M.;
Sulkowski, S. Expression of connexin 43 in breast cancer in comparison with mammary
dysplasia and the normal mammary gland. Folia Morphol. (Warsz) 2003, 62, 439—442.
El-Saghir, J.A.; ElI-Habre, E.T.; EI-Sabban, M.E.; Talhouk, R.S. Connexins: A junctional
crossroad to breast cancer. Int. J. Dev. Biol. 2011, 55, 773-780.

Nicolson, G.L.; Dulski, K.M.; Trosko, J.E. Loss of intercellular junctional communication
correlates with metastatic potential in mammary adenocarcinoma cells. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1988, 85, 473-476.

Ren, J.; Hamada, J.; Takeichi, N.; Fujikawa, S.; Kobayashi, H. Ultrastructural differences
in junctional intercellular communication between highly and weakly metastatic clones
derived from rat mammary carcinoma. Cancer Res. 1990, 50, 358-362.

Li, Z.; Zhou, Z.; Welch, D.R.; Donahue, H.J. Expressing connexin 43 in breast cancer cells
reduces their metastasis to lungs. Clin. Exp. Metastasis 2008, 25, 893-901.

Qin, H.; Shao, Q.; Curtis, H.; Galipeau, J.; Belliveau, D.J.; Wang, T.; Alaoui-Jamali, M.A.;
Laird, D.W. Retroviral delivery of connexin genes to human breast tumor cells inhibits in
vivo tumor growth by a mechanism that is independent of significant gap junctional

98



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

intercellular communication. J. Biol. Chem. 2002, 277, 29132-29138.

El Sabban, M.E.; Pauli, B.U. Adhesion-mediated gap junctional communication between
lung-metastatatic cancer cells and endothelium. Invasion Metastasis 1994, 14, 164—176.
Elzarrad, M.K.; Haroon, A.; Willecke, K.; Dobrowolski, R.; Gillespie, M.N.; Al-Mehdi, A.B.
Connexin-43 upregulation in micrometastases and tumor vasculature and its role in tumor
cell attachment to pulmonary endothelium. BMC Med. 2008, 6, 20-36.

Stoletov, K.; Strnadel, J.; Zardouzian, E.; Momiyama, M.; Park, F.D.; Kelber, J.A.; Pizzo,
D.P.; Hoffman, R.; Vandenberg, S.R.; Klemke, R.L. Role of connexins in metastatic breast
cancer and melanoma brain colonization. J. Cell Sci. 2013, 126, 904-913.
Kanczuga-Koda, L.; Sulkowski, S.; Lenczewski, A.; Koda, M.; Wincewicz, A.; Baltaziak,
M.; Sulkowska, M. Increased expression of connexins 26 and 43 in lymph node
metastases of breast cancer. J. Clin. Pathol. 2006, 59, 429-433.

Sorlie, T.; Perou, C.M.; Tibshirani, R.; Aas, T.; Geisler, S.; Johnsen, H.; Hastie, T.; Eisen,
M.B.; van de Rijn, M.; Jeffrey, S.S.; et al. Gene expression patterns of breast carcinomas
distinguish tumor subclasses with clinical implications. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001,
98, 10869-10874.

Tofigh, A.; Suderman, M.; Paquet, E.R.; Livingstone, J.; Bertos, N.; Saleh, S.M.; Zhao, H.;
Souleimanova, M.; Cory, S.; Lesurf, R.; et al. The prognostic ease and difficulty of invasive
breast carcinoma. Cell Rep. 2014, 9, 129-142.

Uhlen, M.; Bjorling, E.; Agaton, C.; Szigyarto, C.A.; Amini, B.; Andersen, E.; Andersson,
A.C.; Angelidou, P.; Asplund, A.; Asplund, C.; et al. A human protein atlas for normal and
cancer tissues based on antibody proteomics. Mol. Cell Proteom. 2005, 4, 1920-1932.
Gendoo, D.M.; Ratanasirigulchai, N.; Schroder, M.S.; Pare, L.; Parker, J.S.; Prat, A.;
Haibe-Kains, B. Genefu: An R/Bioconductor package for computation of gene expression-
based signatures in breast cancer. Bioinformatics 2016, 32, 1097-1099.

Mitra, S.; Annamalai, L.; Chakraborty, S.; Johnson, K.; Song, X.H.; Batra, S.K.; Mehta,
P.P. Androgen-regulated formationanddegradationofgapjunctionsinandrogen-
responsivehumanprostatecancercells. Mol.Biol.Cell 2006, 17, 5400-5416.

Ren, J.; Wang, X.H.; Wang, G.C.; Wu, J.H. 17beta estradiol regulation of connexin 43-
based gap junction and mechanosensitivity through classical estrogen receptor pathway in
osteocyte-like MLO-Y4 cells. Bone 2013, 53, 587-596.

Stewart, M.; Simek, J.; Laird, D. Insights into the role of Connexins in Mammary Gland
Morphogenesis and Function. Reproduction 2015, 149, R279-R290.

Teleki, I.; Szasz, A.M.; Maros, M.E.; Gyorffy, B.; Kulka, J.; Meggyeshazi, N.; Kiszner, G.;
Balla, P.; Samu, A.; Krenacs, T. Correlations of differentially expressed gap junction
connexins cx26, cx30, cx32, cx43 and cx46 with breast cancer progression and prognosis.
PLoS ONE 2014, 9, e112541.

Yeh, E.S.; Williams, C.J.; Williams, C.B.; Bonilla, I.V.; Klauber-DeMore, N.; Phillips, S.L.
Dysregulated connexin 43 in HER2-positive drug resistant breast cancer cells enhances
proliferation and migration. Oncotarget 2017, 8, 109358—109369.

Gyorffy, B.; Lanczky, A.; Eklund, A.C.; Denkert, C.; Budczies, J.; Li, Q.; Szallasi, Z. An
online survival analysis tool to rapidly assess the effect of 22,277 genes on breast cancer
prognosis using microarray data of 1809 patients. Breast Cancer Res. Treat. 2010, 123,
725-731.

Park, S.Y.; Lee, H.E.; Li, H.; Shipitsin, M.; Gelman, R.; Polyak, K. Heterogeneity for Stem
Cell-Related Markers AccordingtoTumorSubtypeandHistologicStageinBreastCancer.
Clin.CancerRes.2010,16,876—-887.

Fu, Y.; Shao, Z.M.; He, Q.Z.; Jiang, B.Q.; Wu, Y.; Zhuang, Z.G. Hsa-miR-206 represses
the proliferation and invasion of breast cancer cells by targeting Cx43. Eur. Rev. Med.
Pharmacol. Sci. 2015, 19, 2091-2104.

Clarke, C.; Madden, S.F.; Doolan, P.; Aherne, S.T.; Joyce, H.; O’Driscoll, L.; Gallagher,

99



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

W.M.; Hennessy, B.T.; Moriarty, M.; Crown, J.; et al. Correlating transcriptional networks
to breast cancer survival: A large-scale coexpression analysis. Carcinogenesis 2013, 34,
2300-2308.

Yoshihara, K.; Shahmoradgoli, M.; Martinez, E.; Vegesna, R.; Kim, H.; Torres-Garcia, W.;
Trevino, V.; Shen, H.; Laird, P.W.; Levine, D.A.; et al. Inferring tumour purity and stromal
and immune cell admixture from expression data. Nat. Commun. 2013, 4, 2612-2622.
Grummer, R.; Traub, O.; Winterhager, E. Gap junction connexin genes cx26 and cx43 are
differentially regulated by ovarian steroid hormones in rat endometrium. Endocrinology
1999, 740, 2509-2516.

Gulinello, M.; Etgen, A.M. Sexually dimorphic hormonal regulation of the gap junction
protein, CX43, in rats and altered female reproductive function in CX43+/- mice. Brain
Res. 2005, 1045, 107-115.

Nadeem, L.; Shynlova, O.; Matysiak-Zablocki, E.; Mesiano, S.; Dong, X.; Lye, S. Molecular
evidence of functional progesterone withdrawal in human myometrium. Nat. Commun.
2016, 7, 11565.

Yu, J.; Berga, S.L.; Johnston-MacAnanny, E.B.; Sidell, N.; Bagchi, I.C.; Bagchi, M.K.;
Taylor, R.N. Endometrial Stromal Decidualization Responds Reversibly to Hormone
Stimulation and Withdrawal. Endocrinology 2016, 157, 2432—-2446.

Conklin, C.; Huntsman, D.; Yorida, E.; Makretsov, N.; Turbin, D.; Bechberger, J.F.; Sin,
W.C.; Naus, C.C. Tissue microarray analysis of connexin expression and its prognostic
significance in human breast cancer. Cancer Lett. 2007, 255, 284—-294.

Teleki, I.; Krenacs, T.; Szasz, M.A.; Kulka, J.; Wichmann, B.; Leo, C.; Papassotiropoulos,
B.; Riemenschnitter, C.; Moch, H.; Varga, Z. The potential prognostic value of connexin 26
and 46 expression in neoadjuvant-treated breast cancer. BMC Cancer 2013, 13, 50.
Murphy, L.C.; Seekallu, S.V.; Watson, P.H. Clinical significance of estrogen receptor
phosphorylation. Endocr. Relat. Cancer 2011, 18, R1-R14.

Curtis, C.; Shah, S.P.; Chin, S.F.; Turashvili, G.; Rueda, O.M.; Dunning, M.J.; Speed, D.;
Lynch, A.G.; Samarajiwa, S.; Yuan, Y.; et al. The genomic and transcriptomic architecture
of 2000 breast tumours reveals novel subgroups. Nature 2012, 486, 346—352.

Mesnil, M.; Crespin, S.; Avanzo, J.L.; Zaidan-Dagli, M.L. Defective gap junctional
intercellular communication in the carcinogenic process. Biochim. Biophys. Acta 2005,
1719, 125-145.

Valastyan, S.; Weinberg, R.A. Tumor metastasis: Molecular insights and evolving
paradigms. Cell 2011, 147, 275-292.

Van Vliet, M.H.; Reyal, F.; Horlings, H.M.; van de Vijver, M.J.; Reinders, M.J.; Wessels,
L.F. Pooling breast cancer datasets has a synergetic effect on classification performance
and improves signature stability. BMC Genom. 2008, 9, 375-397.

TCGA. Comprehensive molecular portraits of human breast tumours. Nature 2012, 490,
61-70.

Van de Vijver, M.J.; He, Y.D.; van’t Veer, L.J.; Dai, H.; Hart, A.A.; Voskuil, D.W.;
Schreiber, G.J.; Peterse, J.L.; Roberts, C.; Marton, M.J.; et al. A gene-expression
signature as a predictor of survival in breast cancer. N. Engl. J. Med. 2002, 347, 1999—
2009.

Hazan, R.; Margolis, B.; Dombalagian, M.; Ullrich, A.; Zilberstein, A.; Schlessinger, J.
Identification of autophosphorylation sites of HER2/neu. Cell Growth Differ. 1990, 1, 3—7.
Mertins, P.; Mani, D.R.; Ruggles, K.V.; Gillette, M.A.; Clauser, K.R.; Wang, P.; Wang, X,;
Qiao, J.W.; Cao, S.; Petralia, F.; et al. Proteogenomics connects somatic mutations to
signalling in breast cancer. Nature 2016, 534, 55-62.

Ciriello, G.; Gatza, M.L.; Beck, A.H.; Wilkerson, M.D.; Rhie, S.K.; Pastore, A.; Zhang, H.;
McLellan, M.; Yau, C.; Kandoth, C.; et al. Comprehensive Molecular Portraits of Invasive
Lobular Breast Cancer. Cell 2015, 163, 506-519.

100



56. Gao, J.; Aksoy, B.A.; Dogrusoz, U.; Dresdner, G.; Gross, B.; Sumer, S.0.; Sun, Y,;
Jacobsen, A.; Sinha, R.; Larsson, E.; et al. Integrative analysis of complex cancer
genomics and clinical profiles using the cBioPortal. Sci. Signal. 2013, 6, 11-30.

57. Therneau, T.M.; Grambsch, P.M. Modeling Survival Data: Extending the Cox Model,
Springer: New York, NY, USA, 2000.

58. Robin, X.; Turck, N.; Hainard, A.; Tiberti, N.; Lisacek, F.; Sanchez, J.C.; Muller, M. pROC:
An open-source package for R and S+ to analyze and compare ROC curves. BMC
Bioinform. 2011, 12, 77.

59. Madden, S.F.; Clarke, C.; Gaule, P.; Aherne, S.T.; O’Donovan, N.; Clynes, M.; Crown, J.;
Gallagher, W.M. BreastMark: An integrated approach to mining publicly available
transcriptomic datasets relating to breast cancer outcome. Breast Cancer Res. 2013, 15,
R52-R66.

60. R Core Team. R: A Language and Environment for Statistical Computing; R Foundation
for Statistical Computing: Vienna, Austria, 2016.

61. Ritchie, M.E.; Phipson, B.; Wu, D.; Hu, Y.; Law, C.W.; Shi, W.; Smyth, G.K. limma powers
differential expression analyses for RNA-sequencing and microarray studies. Nucl. Acids
Res. 2015, 43, e47.

© 2018 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article

distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

101






6 ARTICLE 2 : IN CANCER, GJA1 IS COEXPRESSED WITH GENES
ASSOCIATED WITH THE EXTRACELLULAR MATRIX, STEM CELLS
AND THE EPITHELIAL TO MESENCHYMAL TRANSITION

Dans le cancer, GJA1 est coexprimée avec des génes associés avec la matrice extracellulaire,
les cellules souches et la transition épithéliomésenchymateuse

Mélanie Busby', Michael T. Hallett? et Isabelle Plante’

" INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, QC H7V 1B7, Canada;

2 Centre for Structural and Functional Genomics, Département de Biologie, Université
Concordia, Montréal, QC H4B 1R6, Canada;

Manuscrit a soumettre.

6.1 Contribution a ’avancement des connaissances

Dans I'étude précédente, nous avons démontré que le pronostic associé a I'expression de GJA1
dépendait du sous-type de cancer du sein et que dans les tumeurs Her2e, GJA1 était associée
a un moins bon pronostic. Les objectifs de cette deuxieme étude étaient d’utiliser les données
publiques disponibles afin de mieux comprendre le contexte ou GJAT est associée a la
progression du cancer, en déterminant les génes coexprimés ainsi que leurs fonctions, et ce en

fonction de chaque sous-type de cancer du sein.

GJA1 est habituellement associée avec une meilleure différenciation de I'épithélium.
Cependant, contrairement a nos attentes, l'analyse des génes coexprimés avec GJAT a
démontré que, dans les tumeurs Her2e, I'expression de TARNm de GJAT est liée avec des
génes mésenchymaux associés avec la progression du cancer, 'EMT, les fibroblastes, le
remodelage de la ECM et les cellules souches mammaires. Nous avons démontré que cette
coexpression est observée plus fortement dans le stroma. Nous avons également démontré que
cette coexpression n’est pas spécifique aux tumeurs mammaires Her2e, mais quelle est
observée également dans plusieurs autres tissus ainsi que dans les lignées cellulaires ou une

forte expression de GJA1 est observée, comme dans le lignées cellulaires fibroblastiques.

Fait intéressant, des niveaux faibles de GJA7 ont été observés dans les lignées
cellulaires des sous-types luminaux du cancer du sein, tandis qu’un taux croissant a été observé
dans les cellules basales et les cellules de sous-type faible en claudines (« claudin-low ») et
mésenchymateuses. La classification des lignées cellulaires avec notre métagéne
mésenchymateux a produit des résultats similaires a ceux obtenus par des études antérieures
utilisant un score de différenciation pour ordonner des lignées cellulaires de cancer du sein (Prat
et al., 2013, Sarrio et al., 2012).
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Dans les tissus, I'expression de GJAT1 n’était cependant pas associée avec une
diminution des génes associés a la différenciation luminale tandis que cette association pouvait

étre observée dans les lignées cellulaires.

6.2 Contribution des auteurs

Au cours de la rédaction de cet article, Mélanie Busby a congu et exécuté les expériences, a
analysé les données et a écrit le manuscrit. Michael T. Hallett nous a fourni 'accés aux jeux de
données d’expression, de méthylation, de d’altération du nombre de copies des génes dans le
cancer du sein via les serveurs du Breast Cancer Informatics group de I'Université McGill et du
Centre for Structural and Functional Genomics, du département de biologie de I'Université
Concordia. Il a participé a la conception des expériences et a la rédaction du manuscrit. Isabelle

Plante a contribué a la conception des expériences et a rédaction du manuscrit.

6.3 Traduction du résumeé

Les jonctions sont des canaux transmembranaires permettant le transfert de petites molécules
entre le cytoplasme de cellules adjacentes. La protéine GJA1, une protéine de jonction
lacunaire, a longtemps été considérée comme un suppresseur de tumeur, mais nos récents
résultats remettent en question ce dogme et montrant que I'expression et les fonctions de GJA1
sont dépendantes du sous-type du cancer du sein. L’expression de GJA7 est en moyenne plus
faible dans les tumeurs luminales B, de type basal et enrichies en Her2 (Her2e) que dans les
tumeurs luminales A et tissus normaux, mais elle est également augmentée dans un sous-
ensemble de tumeurs luminales A et B comparativement aux tissus normaux. De méme, nous
avons montré que GJAT était positivement corrélée a la survie du patient dans les sous-types
luminaux, mais négativement corrélée dans les sous-types basal et Her2e. Ici, nous 1) avons
étudié le contexte dans lequel GJA7 pourrait étre associé a la progression du cancer et 2)
clarifions les facteurs moléculaires associés a l'expression altérée de GJA7T dans le cancer du
sein. Ici, nous avons utilisé des données accessibles au public afin de déterminer quels génes
étaient coexprimés avec GJA1 dans le cancer du sein.

Dans Her2, et dans une moindre mesure dans les tumeurs basales, I'expression de
I'ARNmM GJAT est corrélée a des génes généralement associés a la progression du cancer, tels
que les génes impliqués dans la transition épithéliomésenchymateuse (EMT), les cellules
souches (SC), la matrice extracellulaire (ECM) et des génes du stroma. Nous avons calculé
I'expression moyenne des 100 principaux génes coexprimés avec GJAT dans les tumeurs de
Her2e et avons appelé cette mesure notre métagéne mésenchymateux. En utilisant ce
métagene dans d'autres types de cancer, nous avons constaté une coexpression avec GJAT a
des degrés divers dans plusieurs cancers, dont le carcinome urothélial de la vessie,
I'adénocarcinome colorectal, I'adénocarcinome du poumon, le carcinome épidermoide du
poumon, lI'adénocarcinome du pancréas et I'adénocarcinome de la prostate. Cette co-expression
ne se limite donc pas aux tumeurs du sein Her2e. Les lignées cellulaires cancéreuses ont
également montré une coexpression similaire de GJAT et du métagéne mésenchymateux, avec
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une expression plus élevée dans les lignées cellulaires du cancer du sein fibroblastiques et la
plus faible dans les lignées cellulaires de type luminal. Les lignées cellulaires des sous-types
basal et faible en claudines expriment des niveaux intermédiaires du métagéne
mésenchymateux. Nous montrons enfin que dans les tumeurs du sein, cette co-expression
provient principalement du stroma.

Nos résultats, ainsi que des évidences antérieures de la littérature, suggérent que la co-
expression de GJAT1 avec des génes associés a la progression du cancer pourrait provenir
d'une expression conjointe dans les CAFs. Les cellules tumorales soumises a I'EMT, ainsi
qu'une proportion variable de cellules basales, pourraient également contribuer a cette
coexpression. Nos résultats confirment un lien étroit entre 'EMT, le remodelage de la ECM, les
propriétés de cellules souches et la carcinogenése, et mettent en évidence la contribution
possible de I'expression stromale de GJA7 dans la progression du cancer du sein.
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6.4 L’article 2

Abstract

Gap junctions are transmembrane channels that allow the transfer of small molecules between
the cytoplasm of adjacent cells. GJA1, a gap junction protein, has long been considered as a
tumor suppressor, but this is challenged by our recent results that establish that the expression
and functions of GJA1 are subtype-dependent in breast cancer. Expression of GJA7 on average
is lower in luminal B, basal-like and Her2 enriched (Her2e) tumors compared to normal tissues
and luminal A tumors, but is also increased in a subset of luminal A and B tumors relative to
normal tissues. Similarly, we showed GJA1 is positively correlated with patient survival in the
luminal subtypes but negatively correlated in the basal and Her2e subtypes. Here we 1)
investigate the context where GJA17 could be associated with cancer progression and 2) clarify
the molecular factors associated with the altered expression of GJA17 in breast cancer. Here we
used publicly available datasets to investigate which genes were coexpressed with GJAT in
breast cancer.

In Her2, and to a lesser extend in basal tumors, GJAT mRNA expression is correlated
with genes typically associated with cancer progression, such as gene involved in the epithelial
to mesenchymal transition (EMT), stem cell (SC), the extracellular matrix (ECM) and stromal
genes. We computed the average expression of the top 100 genes coexpressed with GJAT in
Her2e tumors and termed this our mesenchymal metagene. When using this metagene in other
cancer types, we found a varying degree a coexpression with GJA1, several cancers, including
bladder urothelial carcinoma, colorectal adenocarcinoma, lung adenocarcinoma, lung squamous
cell carcinoma, pancreatic adenocarcinoma and prostate adenocarcinoma. This coexpression is
therefore not restricted to Her2e breast tumors. Cancer cell lines also showed a similar
coexpression of GJA71 and the mesenchymal metagene, with a higher expression in the
fibroblastic breast cancer cell lines and the lowest in the luminal-like cell lines. Cell lines of the
basal-like and claudin-low subtypes were found to express intermediate level of the
mesenchymal metagene. We finally show that in breast tumors, this coexpression originates
mainly from the stroma.

Our results, together with previous studies, suggest that the coexpression of GJA7 with
genes associated with cancer progression might originate from a joint expression in the cancer-
associated fibroblasts. Tumor cells undergoing EMT as well as a varying proportion of basal cell
may also contribute to this coexpression. Our results support a close link between EMT, ECM
remodeling, stemness and carcinogenesis and highlight the possible contribution of the stromal
expression of GJA1 in breast cancer progression.

ABBREVIATIONS:

CAFs: Cancer-associated fibroblasts or myofibroblasts
CCLE: Cancer Cell Line Encyclopaedia

DCIS: Ductal carcinoma in situ

EMT: Epithelial to mesenchymal transition

ECM: Extracellular matrix

ER: Estrogen receptor alpha

ERBB2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2

Her2: Human Epidermal Growth Factor Receptor-2
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IDC: Invasive ductal carcinoma
LumA: luminal A

LumB: luminal B

PR: Progesterone receptor

SC: Stem cell

TCGA: The Cancer Genome Atlas

1. INTRODUCTION

Breast cancer affects one out of nine women and, despite advances in the treatments, one out
of 30 will die from this disease, most likely following cancer progression to other organs
(Canadian Cancer Statistics Advisory Committee, 2018). Epithelial to mesenchymal transition
(EMT) is thought to be a prerequisite for metastatic progression as it facilitate several
progression steps including cancer cell migration and invasion of the surrounding tissue to reach
the circulatory system, survival to loss of adhesion and eventually seeding of new malignancies
in secondary organs (Samatov et al., 2013). EMT is occurs during both normal development and

in response to injury (Samatov et al., 2013).

Activation of EMT in the tumor microenvironment results in a loss of epithelial properties
and the acquisition of mesenchymal characteristics. EMT results in the inhibition of E-cadherin
based cell-cell adhesion and a concomitant switch to N-cadherin expression, a loss of cell
polarity, a remodeling of cytoskeletal proteins with a shift from cytokeratin to vimentin, and the
acquisition of motility and invasion capacity. These are all processes that are exploited by the
tumor during metastatic progression (Wu et al., 2016). In cancer, EMT is aberrantly activated
and has been associated with the emergence of stem cell characteristics including a stunning

plasticity that contributes to tumor heterogeneity (Morel et al., 2008).

EMT acquired stemness is also linked with treatment failure and relapse attributable to
the resistance to apoptosis of these cells, their relative quiescence, their capacity to efflux
chemotherapeutic drugs outside their cytoplasm as well as their self renewal ability (Mallini et al.,
2014).

GJA1 (also known as Connexin 43 or cx43), is a protein that forms gap junction
transmembrane channels allowing the communication between the cytoplasm of two adjacent
cells. Small molecules including metabolites, second messengers and electrical signal cross
these channels in a process called Gap Junction Intercellular Communication (GJIC) (Stewart et
al., 2015).
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The breast epithelium is composed of two layers of cells: an inner layer of luminal cells
surrounded by an outer layer of basal cells, which is composed primarily of myoepithelial cells

with a small stem and progenitor cell population (Lim et al., 2010).

It is well established that GJA1 is expressed in the basal layer. Expression of GJAT has
been reported in mouse luminal cells in vivo (Dianati et al., 2016), but in human it has been
observed only in vitro between purified populations of luminal cells (Monaghan et al., 1996,
Talhouk et al., 2005). There is also support for GJA1 expression in breast fibroblasts (Tomasetto
et al., 1993, Woodward et al., 1998), and is upregulated in cancer, at least in a subset of cases
(Busby et al., 2018, Jamieson et al., 1998, Teleki et al., 2013, Teleki et al., 2014) although the
functional status of GJA1 gap junction has seldom been evaluated. GJA1 is also expressed by
endothelial cells (Pollmann et al., 2005). GJA1 has also been reported to be present between
the basal and the luminal layers in mouse breast (Pitelka et al., 1973). In human, gap junctions
are also present between the two layers, but it remains to be determined which connexins are
involved (Pitelka et al., 1973).

GJA1 has traditionally been considered a tumor suppressor in breast carcinoma (Leithe
et al., 2006, McLachlan et al., 2007, Mesnil et al., 2005, Yamasaki, 1996). Many studies
demonstrated its downregulation in breast cancer cell lines at the mRNA and the protein level
(Laird et al., 1999, Lee et al., 1992) or aberrant localization and phosphorylation (Gould et al.,
2005, Jamieson et al., 1998, Kanczuga-Koda et al., 2003, Kanczuga-Koda et al., 2005, Laird et
al.,, 1999, Lee et al.,, 1992, Wilgenbus et al., 1992). It was shown in vivo and in vitro that
metastatic capacity was increased in tumors cells having a weak GJIC (Hamada et al., 1987,
Hamada et al., 1988, Nicolson et al., 1988) and a lower number of gap junctions (Nicolson et al.,
1988, Ren et al., 1990). Mice expressing a dominant-negative mutant form of GJA71 (G60S),
which exhibit at least a 70% reduction in protein levels, have an increased propensity for lung
metastases from breast tumors (Plante et al., 2011). Re-expression of GJA7 in tumor cells led to
reduced growth of tumors in nude mice and fewer metastases to the lungs (Hirschi et al., 1996,
Li et al., 2008, Qin et al., 2002). Furthermore, GJA1 was shown to trigger cancer cell line re-
differentiation, decreasing the mesenchymal marker vimentin and increasing epithelial
cytokeratin 18, especially in 3D culture (McLachlan et al., 2006). Moreover, it has also been
linked to control processes associated with breast cancer progression and metastasis such as

proliferation, invasion, migration and apoptosis (EI-Saghir et al., 2011).

However, several other studies suggest GJAT plays a role in tumor progression. GJA1

was shown to be upregulated in lymph node, brain, liver and lung metastasis compared to
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primary breast tumors (Chao et al., 2012, Kanczuga-Koda et al., 2006, Lin et al., 2016, Ming et
al., 2015a, Ming et al., 2015b, Stoletov et al., 2013). Two potential opposing explanations were
suggested to explain this increased expression of GJA7 in metastasis. On the one hand, it was
suggested that it could support a role in epithelial differentiation and demonstrate the occurrence
of a reverse transition from a mesenchymal phenotype, necessary to disseminate, toward an
epithelial phenotype, which is observed in tumor cells established at secondary sites (Chao et
al., 2012). On the other hand, increased expression of GJA7 in metastases was suggested to
reflect a high prevalence of GJA71 expression in metastasis initiating cells (Czyz et al., 2012),
likely conferring a selective advantage for their journey to a secondary site. Other studies
support the involvement of GJA7 in EMT and in increased migration and invasion (Fu et al.,
2015, Ming et al., 2015a, Ming et al., 2015b, Stoletov et al., 2013).

Moreover, several studies have provided clear evidences that are hard to reconcile with a
tumor suppressor function in breast cancer. It has been shown that GJA1 can mediate
bidirectional communication between tumor and endothelial cells and enhanced transendothelial
migration of tumor cells presumably by facilitating extravasation at secondary sites (el-Sabban et
al., 1991, el-Sabban et al., 1994, Polimann et al., 2005). GJA1 can promote breast cancer cell
adhesion to the endothelium of the lung and the brain (Elzarrad et al., 2008, Stoletov et al.,
2013). Direct or indirect modulation of GJA1 expression suggest that it may be involved in
invasion and migration and concomitant changes in MMP2 and MMP9 metalloproteinases

thereby suggesting a remodeling of the extracellular matrix (Fu et al., 2015, Ming et al., 2015b).

To reconcile these divergent views, it has been suggested that GJA71 was a conditional
tumor suppressor: its role in cancer could be dependent on tissue type, grade or stage of the
tumor (Naus et al., 2010). We hypothesize that since breast cancers are highly heterogeneous,
both between and within tumors, this heterogeneity could also contribute to the discrepancies
and GJAT role could also depend on tumor subtype. Despite heterogeneity, expression profiles
allow classification of the tumors in at least four molecular subtypes with prognostic significance:
luminal A (LumA), luminal B (LumB), basal-like and Her2 enriched subtypes (Her2e). Luminal
tumors are usually characterized by the expression of estrogen and progesterone receptors,
while most Her2e tumors have a genomic amplification of chromosome 17 where the
Erbb2/Her2 gene is found. Half of these Her2e tumors also express the estrogen receptor.
Basal-like tumors are mostly negative for estrogen, progesterone and Her2 receptors and

express basal cytokeratins (Prat et al., 2011, Sorlie et al., 2001, Sorlie et al., 2003).
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The objectives of this study was to use publicly available databases to 1) investigate the
context where GJAT could be associated with cancer progression and 2) clarify the molecular

factors associated with the altered expression of GJA7 in breast cancer.

Here we report that, challenging previous idea that GJA7 is an epithelial gene that is
associated with cellular differentiation. In Her2, GJAT is coexpressed with genes thought to be
associated with cancer progression, including genes associated with the extracellular matrix, the
epithelial to mesenchymal transition, mammary stem cells, and the stroma. We show that this
coexpression is stronger in the stroma. We also show that this coexpression is not specific to
Her2e tumors as it is observed in cancers of many other tissues and within cell lines. A higher
expression is observed in fibroblastic cells lines while a low expression is observed in

differentiated cells.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1 Gene expression

We used ~4K whole tumor samples over five dataset (The Cancer genome Atlas (TCGA), Van
Vliet, NKI, Curtis Discovery and Curtis Validation) using different expression platforms (Busby et
al., 2018). We also used McGill and Boersma expression dataset obtained from microdissected
breast cancer epithelial and stroma (Boersma et al., 2008, Finak et al., 2008). Matched tumor
adjacent “normal” samples were downloaded from TCGA and Curtis datasets. Breast cancer
intrinsic subtype was assigned to each sample with the Pam50 molecular subtyping algorithm

using the R genefu package (Gendoo et al., 2016).

RNA Seq data normalized with « RNA-Seq by Expectation Maximization » (RSEM) were
used for cancers occurring in thirty-two tissues from the TCGA project (Cerami et al., 2012, Gao
et al., 2013). We also used the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), a collection of microarray
MRNA expression levels obtained for 947 human cancer cell lines, including 57 breast cancer
cell lines using Affymetrix U133 plus 2.0 arrays (Barretina et al., 2012). TGCA and CCLE

normalized data were acquired via cBioportal (Gao et al., 2013).

2.2 Coexpression
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For all five datasets of whole tumor samples, Pearson and Spearman’s correlation between
GJA1 and each probe that had available data were performed individually for each tumors
subtype. After ranking the Spearman’s correlation coefficient, p values were adjusted for multiple
testing with false discovery rate (FDR). The annotated probes with a Spearman and Pearson’s
correlation coefficient over |0.4| and with an FDR lower than 0.05 were first retained as
significantly correlated to GJAT mRNA to determine the number of significantly correlated genes.
A single probe was retained for each gene. Unless specified, for a subsequent analysis, only
genes with a Spearman and Pearson’s correlation coefficient over 0.6 and with a FDR lower

than 0.05 were retained.

2.3 DAVID functional annotation clustering

Genes having both a Spearman and Pearson’s correlation coefficient over 0.4 and a FDR < 0.05
in TCGA dataset were selected, leading to a list of 716 top genes positively correlated and
therefore coexpressed with GJA17 in Her2e tumors. This list was used as an input to assess GO
terms associated with these genes using the Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) version 6.7 (Huang et al.,, 2009). Then we used DAVID’s
functional annotation clustering tool with standard settings to summarize the GO terms in
clusters of similar functions (Huang et al., 2007). The clusters with an enrichment score higher

than 5 were retained.

2.4 MSigDB

Over 13 000 signatures were downloaded as a part of MSigDB database version 5.1 with official
symbols as gene identifier (Subramanian et al., 2005). Hypergeometric test was applied to each
gene signature to determine if genes coexpressed with GJA7 in Her2e tumors (r > 0.6 and FDR
< 0.05) were significantly enriched in genes that are part of published signatures. FDR was

applied to adjust p values for multiple testing.

2.5 Coexpression heat maps

For heat maps, the genes significantly correlated (r > 0,6 and FDR < 0.05) with GJAT in Her2e

tumors were ordered by Spearman’s correlation coefficient. Then, for each subtype, the samples
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were ordered according to their GJA1 expression levels and the expression of GJAT and the

selected genes was plotted on heat maps.

2.6 Coexpression across different cancer type, cell lines and in microdissected
tissues

The top 100 genes coexpressed with GJA7 in Her2e tumors in breast cancer TCGA dataset’s
were selected. A metagene was built to summarize their expression and obtain a single
numerical value for each sample. Since many of these genes were associated with the stroma,
we termed this our mesenchymal metagene. As in previous study (Farmer et al., 2009), the
mean expression of these 100 genes was used as the metagene to assess their overall
correlation with GJA1 expression. The metagene was first computed for Her2e tumors. Then
computed it for other breast cancer subtypes and subsequently for other TCGA’s cancer types,
for microdissected tissues and for CCLE. The same procedure was also applied to compute the

metagene in other breast cancer datasets.

2.7 Statistical analysis

All statistical analysis were carried out using R version 3.4.3 (R Core Team, 2016) using R
Studio version 1.0.153 (RStudio Team, 2015).

3. RESULTS

3.1 In Her2e tumors, GJA1 is coexpressed with genes associated with cancer
progression

Since GJA1 expression has been reported to have opposing roles in different tumor subtypes
(Busby et al., 2018, Teleki et al., 2014), we investigated whether gene expression profile could
reveal differences in cell type specific transcript or in regulatory networks. We therefore sought
to compare which genes were correlated with GJA1, either in unstratified tumors (from all tumor
subtypes) or in each breast cancer subtype. In a first coarse analysis, genes with Pearson and
Spearman’s correlation coefficient over 0.4 and FDR < 0.05 were considered as coexpressed
with GJA 1. Surprisingly, in contrast to LumA and LumB tumors for which a low number of genes

correlated with GJAT1, a significantly higher number of genes were associated with GJA7 in
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Her2e tumors, with 435 to 2360 genes significantly correlated with GJAT mRNA depending of
the dataset (Figure 1A). Basal tumors had an intermediate number of genes correlated with
GJA1. This result was consistent across all datasets (Figure 1A, B). In every dataset, Her2e

subtype had a substantially higher number of genes correlated to GJAT (Figure 1A, B).

A Datasets (Lo R) B LumA LumB Basal Her2e Unstratified
2500 =E’:he‘ i Genes pl Genes S Genes Samples Genes pl Genes S

"< curs discovery TCGA 17 183 6 125 131 107 749 73 109 488

2@ 0 NKI 13 115 5 69 184 47 573 49 194 280

) = Vanviiet 5 292 4 251 64 165 435 134 9 842

G 3" Curtis Discovery 15 321 3 319 246 141 1384 135 48 916

g E 1000 Curtis Validation ~ 33 293 62 245 464 191 2360 136 147 865
©

Se

=2 8 500

0) ——n | |
LumA LumB Basal Her2e Unstratified

BC subtype
C Symbol Gene name Symbol Gene name
1 ANTXR1 anthrax toxin receptor 1 KDELCH1 KDEL motif containing 1
2 BNC2 basonuclin 2 LAMA4 laminin subunit alpha 4
3 CALD1 caldesmon 1 LAMBH1 laminin subunit beta 1
4 CDH11 cadherin 11 MSRB3 methionine sulfoxide reductase B3
5 COL10A1 collagen type X alpha 1 chain NID2 nidogen 2
6 COL11A1 collagen type Xl alpha 1 chain NNMT nicotinamide N-methyltransferase
7 COL1A2 collagen type | alpha 2 chain NT5E 5'-nucleotidase ecto
8 COL3A1 collagen type Il alpha 1 chain NUAK1 NUAK family kinase 1
9 COL5A2 collagen type V alpha 2 chain OMD osteomodulin
10 COL6A3 collagen type VI alpha 3 chain PALLD palladin, cytoskeletal associated protein
117 CTHRCAH collagen triple helix repeat containing 1 PDGFC platelet derived growth factor C
12 CTSK cathepsin K PDGFRL platelet derived growth factor receptor like
13  DACT1 dishevelled binding antagonist of beta catenin 1 PLS3 plastin 3
14 DCN decorin POSTN periostin
15 DKK3 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3 PPAPDC1A NA
16 ECM2 extracellular matrix protein 2 PTPRD protein tyrosine phosphatase, receptor type D
17 FAP fibroblast activation protein alpha SNAI2 snail family transcriptional repressor 2
18 GAS1 growth arrest specific 1 SPARC secreted protein acidic and cysteine rich
19 GJA1 gap junction protein alpha 1 SPON1 spondin 1
20 GLT8D2 glycosyltransferase 8 domain containing 2 WISP1 WNT1 inducible signaling pathway protein 1
21 HSD17B6 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 6 ZFPM2 zinc finger protein, FOG family member 2
Figure 1. In Her2e BC tumors, GJAT mRNA is expressed with genes associated with stroma,

epithelial to mesenchymal transition (EMT) and stem cells

A, Bar plot showing the number of genes correlated with GJA1 expression for each molecular subtype and
in unstratified tumors for five datasets. Probes with Spearman and Pearson’s correlation coefficient r >
|0.4] and with FDR < 0.05 were retained as significantly coexpressed; B, Table showing the number of
genes correlated with GJA7 expression for each molecular subtype and in unstratified tumors in five
datasets; C, Genes positively coexpressed with GJAT in all five datasets (Spearman and Pearson’s
correlation coefficient > 0.6, FDR < 0.05).
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Looking at the content of the long list of 749 genes positively correlated with GJAT in
TCGA’s Her2e tumors (Supplementary Table 1), the most striking feature was the numerous
genes encoding structural proteins of the extracellular matrix (ECM) such as collagens
(COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL5A2, COL5A3, COL6A1, COL6A2, COLGBAS3,
COL8A1, COL8A2, COL11A1, COL12A1, COL16A1, COL18A1), laminins (LAMA1, LAMA4,
LAMB1, LAMC1), and other ECM constituents (BGN, DCN, FBN1, FN1, LUM, VCAN). Other
genes involved in ECM synthesis and remodeling were also coexpressed with GJAT, including
proteases (MME, MMP10, MMP13, MMP14, MMP19, MMP2, MMP28, ADAM12, ADAM19,
ADAMTS2, ADAMTS6, ADAMTS10, ADAMTS12, ADAMTS16, CTSB, CTSK), peptidase
inhibitor (TIMP3, SERPINF1, SERPINH1) and others (POSTN, LOX, LOXL1, LOXL2, SPARC).
It was also striking to find genes usually thought to be involved in tumor progression like those
associated with the epithelial to mesenchymal transition (EMT) (SNAI2, TWIST1, ZEB1, VIM).
EMT inducing signaling pathways, such as TGF-B (ACVR1, INHBA, PTGFRN, SMAD?7), and
WNT (WNT2, WNTS5A, WNTSB, FZD1), were also coexpressed with GJAT as well as numerous
adhesion molecules (CDH11, CDH13, CDH2, CDH4, PCDH18, PCDH19, PCDH7, PCDHB12,
PCDHB18, ITGA1, ITGA11, ITGAS, ITGAS, ITGAV, ITGB1, ITGBL1) and many growth factors,
their receptors or related proteins (CTGF, FGF1, PDGFC, PDGFRA, PDGFRB, PDGFRL)
(Supplementary Table 1).

In other datasets, genes associated with similar functions were also represented, with a
high proportion of redundant genes (Supplementary Table 1). A list of forty-one genes
coexpressed with GJAT in Her2e tumors (r > 0.6 and FDR < 0.5) in all five datasets (regardless

of the platform) is presented in Figure 1C.

The observed association between these genes and GJA17, which is considered as a
tumor suppressor, was surprising as many of these are involved in cancer progression.
However, a higher correlation between these genes and GJA7 in Her2e tumors is consistent
with our previous survival analysis showing a poorer prognostic for patient with Her2e tumors

expressing high levels of GJA7 (Busby et al., 2018).

3.2 GJA1 is coexpressed with genes associated with the extracellular matrix, the
epithelial to mesenchymal transition and stem cells

To understand the biological meaning of the genes coexpressed with GJA1, we first used
DAVID to analyses gene annotation including gene ontology (GO) terms that were associated

with these genes in the literature. DAVID’s functional annotation clustering results showed that

114



genes positively correlated with GJAT in TGCA’s Her2e tumors are strongly associated with the
ECM, cell adhesion, the vasculature and the skeletal systems development, as well as cell
motion, migration and carbohydrate binding (Figure 2A, Supplementary Table 2). Similar results
were obtained for the four other datasets (Data not shown). Once again, these results suggested

that GJA1 is associated with tumor progression in Her2e tumors.

A DAVID'S annotation Cluster Enrichment score
Signal, Signal peptide, extracellular matrix, glycoprotein, proteinaceous extracellular matrix,
Secreted, glycosylation site:N-linked, extracellular region part, disulfide bond, extracellular 35,73
matrix part;
Cell adhesion, biological adhesion; 24,77

Vasculature development, Blood vessel development, Blood vessel morphogenesis,

X . 13,10
angiogenesis;
Cell motion, Cell migration, Localization of cell, cell motility; 9,48
Skeletal system development, Bon development, Ossification, Osteoblast differentiation. 8,97
Extracellular matrix part, ECM-receptor interaction, Extracellular matrix organization, Collagen,
Extracellular matrix structural constituent, Collagen triple helix repeat, Trimer, Extracellular
structure organization, Hydroxylation, Triple helix, Hydroxylysine, Basement membrane, Triple 743
helical region, Hydroxyproline, Collagen fibril organization, Ehlers-Danlos syndrome, Platetel- ’
derived growth factor binding, Fibilar collagen...
Positive regulation of cell adhesion, positive regulation of cell-substrate adhesion, regulation of
cell-substrate adhesion, regulation of cell adhesion; 6,34
Glycosaminoglycan binding, Polusaccharide binding, Pattern binding, Carbohydrate
binding,Heprain binding, 5,78
B MSigDB Signatures Reference S.Length Intersectrho>0.6 p value FDR
SCHUETZ_BREAST_CANCER_DUCTAL_INVASIVE_UP Schuetz et al., 2006 351 75 6.087e-88 8.127e-84
ANASTASSIOU_CANCER_MESENCHYMAL_TRANSITION_SIGNATURE Anastassiou et al., 2011 64 42 1.544e-73 1.031e-69
MODULE_47 Segal et al., 2004 225 52 1.739e-61 7.739e-58
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION Broad Institute 200 48 1.840e-57 6.143e-54
VECCHI_GASTRIC_CANCER_ADVANCED_VS_EARLY_UP Vecchi et al., 2007 175 41 1.995e-48 5.328e-45
BOQUEST_STEM_CELL_UP Boquest et al., 2005 260 42 2.168e-42 4.825e-39
NABA_CORE_MATRISOME Naba et al., 2012 275 40 1.849e-38 3.526e-35
LIM_MAMMARY_STEM_CELL_UP Lim et al., 2010 489 47 5.610e-37 9.162e-34
TURASHVILI_BREAST_LOBULAR_CARCINOMA_VS_DUCTAL_NORMAL_UP Turashvili et al., 2007 69 26 6.176e-37 9.162e-34
CHARAFE_BREAST_CANCER_LUMINAL_VS_MESENCHYMAL_DN Charafe et al., 2006 460 45 1.122e-35 1.498e-32
Figure 2. In Her2e BC tumors, GJAT mRNA is expressed with genes associated with stroma,

epithelial to mesenchymal transition and stem cells

A, DAVID’s Web platform was used to attributes cluster of functional annotation associated with the 716
genes positively correlated with GJA7 in Her2e BC subtype in TCGA dataset (Spearman and Pearson’s r
>|0.4| and FDR < 0.05); B, Genes correlated with GJAT in Her2e tumors in TCGA dataset (Pearson and
Spearman’s r > |0.6] and FDR < 0.05) were tested for the enrichment of each MSigDB signature with
hypergeometric test. S.Length = signature length. Intersect: Nb of genes in both GJAT coexpressed genes
and in the MSigDB signature.

To gain further insight on the biology of the genes coexpressed with GJA7 in Her2e
tumors, we investigated a collection of published signatures, the Broad Institute’s molecular
signatures database (MSigDB v. 5.1) (Subramanian et al., 2005), to determine which one were
enriched in our gene list. Using the hypergeometric test, we determined the statistical

significance of the enrichment in our gene list coexpressed with GJA1 for each of the more than
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13 000 signatures in MSigDB. Not surprisingly, within the top signatures for TCGA dataset two
signatures of genes associated with the ECM and collagen module (Segal’s Module 47 and
Naba’s Core Matrisome) were found to be significantly enriched in genes coexpressed with
GJA1 (Figure 2B, Supplementary Figure 1) (Naba et al., 2012, Segal et al.,, 2004). Two
signatures consisted of genes upregulated during breast and gastric cancer progression
(Schuetz, Vecchi) (Schuetz et al., 2006, Vecchi et al., 2007). Notably, Shuetz’ signature of
genes overexpressed in the invasive parts of breast tumors, compared to DCIS, ranked first, and
by far, in all datasets. Also, three signatures related to EMT (Anastassiou, Charafe and Broad
Institute’s Hallmark EMT signature) (Anastassiou et al., 2011, Charafe-Jauffret et al., 2006).
Finally, two more signatures were associated with stem cells (Boquest and Lim) (Boquest et al.,
2005, Lim et al., 2010). Lim’s signature consisted of genes differentially expressed in human and
mouse subsets of basal cells that are enriched with stem cell’'s functional characteristics and
included GJAT1 (Lim et al., 2010). GJA1 was also present in Charafe and Broad’s EMT
signatures. Among the top 50 signatures, nearly half of them were directly related to ECM, EMT,

SCs and modules of genes coexpressed together (Supplementary Table 3).

When comparing TCGA’s top ranked signatures with the results from the four other
datasets, eight out of ten TCGA signatures were among the top 20 signatures in all four other
datasets (Supplementary Table 3) showing a high degree of consistency across different cohorts

and platforms.

These results highlighted that, not only the genes coexpressed with GJA7 in Her2e
tumors are linked to stroma and ECM, crucial constituents of tumor microenvironment, but these
genes are also associated with stemness and EMT. Interestingly, stemness is thought to be
finely regulated by the microenvironment, while EMT is thought to be a process by which cell

can acquire stemness.

3.3 Genes coexpressed with GJA7 in Her2e tumors are coexpressed in other
breast cancer subtypes, regardless of GJA7 expression

Some studies have shown that gene expression, mutations, copy number changes and outcome
were highly heterogeneous in LumA tumors (TCGA, 2012). The Her2e subtype, likely because
of their obvious amplification of mitogenic tyrosine kinase receptor ERBB2 gene, is a more
homogeneous group of tumors. We therefore used heat map visualization to investigate if
heterogeneity of the luminal subtype was responsible for a lack of correlation between GJA7 and

mesenchymal genes. To do so, we limited the analysis to genes positively correlated with GJA1
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with Spearman and Pearson’s correlation coefficient (r > |0.6] and with FDR < 0.05). In the
TCGA dataset, a list of 168 genes meeting these criteria was retained for further analysis. The

60 Her2e samples were ranked according to their GJA1 expression.

As expected, the heat map showed that in Her2e tumor subtype, vertical patterns of
similarly colored genes across a sample highlighted the modularity of the coexpression.
Furthermore, ranking of the samples by GJA7 expression also order the expression of
coexpressed genes in Her2e subtype, as shown by the horizontal gradient from low (left, in

green) to high expression (right, in red) (Figure 3).

The same procedure was used to plot the same selected 168 genes with the samples of
each breast cancer subtypes. Samples were once again ranked according to their GJA1
expression. In luminal subtypes, although the selected genes were still coexpressed (as shown
by vertical patterns), they were not ordered by GJA7 expression, as shown by the more or less
chaotic horizontal gradient (Figure 3). Interestingly, in basal-like tumors, samples ranked
according to GJA1 expression showed partial ordering of the mesenchymal gene expression,
although not as clear as for Her2e tumors (Figure 3). Similar data were obtained for other
datasets (Supplementary Figure 1). As expected, analyzing the unstratified the tumors of all four
subtypes all together show a pattern similar to luminal tumors that account for a vast majority of
tumors (Supplementary Figure 2). Genes coexpressed with GJAT in Her2e tumors, to a certain
extent, were also coexpressed in normal tissue as the vertical patterns were still visible.
However, the heat map horizontal pattern did not show that this coexpression was following

GJA1 expression within its narrow normal range of expression (Supplementary Figure 2).

Our results showed that mesenchymal genes coexpressed with GJAT in Her2e tumors
form a coexpression module not only in Her2 but also in other breast cancer subtypes. However,
GJAT levels follow the expression of these mesenchymal genes to a greater extent in Her2e
tumors. The strong coexpression within mesenchymal genes suggests that heterogeneity in
MmRNA and genomic alterations within luminal tumors is not responsible for the lack of

association of coexpression with GJA1.

3.4 Basal level of GJA1 is dependent on mesenchymal genes in all breast cancer
subtypes

Our heat maps showed that the expression of mesenchymal genes followed closely one

another in all subtypes. Enrichment analysis showed that these genes, as well as GJA1, were
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part of Segal’s stromal coexpression Module 47 that was derived from dataset including cancers
in multiple tissues. We therefore sought to determine if GJA71 coexpression with mesenchymal
metagene was specific to Her2e breast cancer of if it could be observed in other tissues. To do

so, we used the top 100 genes coexpressed with GJAT in Her2e breast tumors. We aggregated
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Figure 3. In Her2e breast cancer subtype, GJA1 is correlated with a coexpression module of
mesenchymal genes

In the TCGA dataset, within the Her2e BC subtype, GJAT mRNA expression is significantly correlated
(Spearman and Pearson’s r > 0.6 and FDR < 0.05) with 168 genes. Expression of GJA1 and of these
genes were plotted on heat maps for patients in LumA, LumB, and Basal-like intrinsic subtypes. Samples
were ordered according to their GJAT level in each subtype. Number of samples as indicated for each
subtype.

the expression of these 100 genes into a single numerical value that we termed our
“‘mesenchymal metagene”. We then visualized the expression of GJA1 against this metagene or
against individual genes that were part of our metagene. Our results show that as expected, in
Her2e breast cancer, our mesenchymal metagene was strongly correlated with GJA7 (Figure 4).
Although this correlation could not be observed to the same extent in other subtypes, our
mesenchymal metagene seemed to determine the basal level of GJAT observed in all subtypes.
In luminal subtypes, only a weak correlation could be observed as a subset of tumors expressed
a higher level of GJA1 than if it would be predicted by our mesenchymal metagene (Figure 4). A
moderate correlation could be observed in basal tumors (Figure 4). A similar pattern could be
observed in other datasets (Supplementary Figure 3) or with individual genes of our metagene
like Collagen Type V Alpha 2 Chain (COL5A2), E-cadherin (CDH1), Collagen Type | Alpha 2
Chain (COL1A2), Fibroblast Activation Protein Alpha, (FAP), Snail Family Transcriptional
Repressor 2 or Slug (SNAI2) and Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich (SPARC), genes
that were coexpressed with GJAT in all five datasets (Supplementary Figure 4). In normal
breast, a stronger correlation was observed with GJAT expression for our metagene than for
COLSbA2 (Figure 4).
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Figure 4. The mesenchymal metagene recapitulated mRNA expression of top genes

correlated with GJA1 in Her2e tumors
GJAT mRNA expression is plotted against A, COL5A2 or B, our mesenchymal metagene in individual
subtypes in the TCGA dataset.
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These results showed that the pattern of expression of our mesenchymal metagene
followed closely individual gene expression including COL5A2 (Figure 3, Figure 4A, B). These
results also suggested that the basal level of GJAT expression might be driven by our
mesenchymal metagene in all breast cancer subtype while additional factors might drive GJA1
expression, at least in a subset of luminal tumors overexpressing GJA7 as compared to normal

tissues.

3.5 GJA1 coexpression with the mesenchymal metagene is not unique to breast

Using this mesenchymal metagene, we next investigated 31 other cancer types studied within
the TCGA project for which expression data was available via the cBioportal. For each sample
we calculated our mesenchymal metagene. We observed varying degrees of correlation
between GJA1 and our metagene, with lymphoid neoplasm diffuse large B-cell lymphoma (dlbc),
colon adenocarcinoma (coadread), pancreatic adenocarcinoma (paad), sarcoma (sarc) and
kidney chromophobe (kich) scoring the highest (Figure 5). In a similar way to what was observed
in breast cancer, even when GJA1 was poorly correlated with the metagene, the mesenchymal

metagene seams to determine the basal level of expression of GJA7 (Figure 5).

Our results demonstrate that coexpression of GJAT mRNA with mesenchymal and EMT
genes is a common phenomenon not restricted to Her2e breast tumors and that the
mesenchymal genes seem to determine the basal level of GJA17, even in the cancer types where
the correlation is poor. Together these raise the possibility that a regulatory network of
mesenchymal genes also drives basal GJA71 expression. However, other drivers of GJAT might

be responsible of GJAT overexpression in a subset of tumors.

3.6 GJA1 is coexpressed with mesenchymal genes in cell lines

We found that GJA1 coexpression with our mesenchymal metagene is found not only in Her2e
subtype of breast cancer but also in several other cancer types. We then used the CCLE to
investigate if GJAT was coexpressed with our mesenchymal metagene in cancer cell lines.
CCLE is a compendium of mRNA expression data derived from nearly 1000 different cancer cell
lines including 58 derived from breast cancer. We computed the mean expression for our
metagene and correlated this single value with GJAT mRNA expression for all cancer cell lines
(Figure 6). For the whole compendium of several cancer types, GJAT mRNA expression was

well correlated to the mesenchymal metagene (Figure 6A), although as in luminal tumors, some
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samples express a high level of GJA71 regardless of a low expression of the mesenchymal
metagene. Among breast cancer cell lines, GJAT mRNA expression was highly correlated to the
mesenchymal metagene (Figure 6B). Breast cancer cell lines seem to be stratified according to
their differentiation status, from epithelial to mesenchymal phenotype, along a gradual increase
in mesenchymal metagene (Figure 6B). Our results showed that both GJA71 and the
mesenchymal metagene were expressed at the highest level in cell lines having a fibroblastic

phenotype while the lowest expression was found in well differentiated cell lines
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Figure 5. In TCGA’s samples of other cancer types, GJAT mRNA is coexpressed to various
extend with our mesenchymal metagene

A, Pearson’s coefficient for the correlation between GJA1 expression and the mesenchymal metagene in
Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma (dIbc), Colon adenocarcinoma (coadread), Sarcoma
(sarc), Pancreatic adenocarcinoma (paad), Kidney Chromophobe (kich), Prostate adenocarcinoma (prad),
Testicular Germ Cell Tumors (tgct), Liver hepatocellular carcinoma (lihc), Stomach adenocarcinoma
(stad), Ovarian serous cystadenocarcinoma (ov), Thymoma (thym), Kidney renal clear cell carcinoma
(kirc), Lung adenocarcinoma (luad), Uterine Corpus Endometrial Carcinoma (ucec), Mesothelioma
(meso), Pheochromocytoma and Paraganglioma (pcpg), Head and Neck squamous cell carcinoma (hnsc),
Uveal Melanoma (UVM), Cholangiocarcinoma (chol), Lung squamous cell carcinoma (lusc), Esophageal
carcinoma (esca), Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma (cesc), Kidney
renal papillary cell carcinoma (kirp), Skin Cutaneous Melanoma (skcm), Brain Lower Grade Glioma (lgg),
Uterine Carcinosarcoma (ucs), Acute Myeloid Leukemia (laml), Bladder Urothelial Carcinoma (blca),
Breast invasive carcinoma (brca), Thyroid carcinoma (thca), Adrenocortical carcinoma (acc), Glioblastoma
multiforme (gbm); B, GJA1 mRNA expression vs our mesenchymal metagene in a sample of different
cancer types from the TCGA project. Pearson’s correlation coefficient is given for each plot (r).

ascribed to the luminal subtype (Figure 6B). Interestingly, claudin-low breast cancer cell lines
that are thought to have expression profiles similar to normal MaSC were found along this
differentiation gradient between epithelial and mesenchymal with levels just below cell lines with
fibroblastic phenotypes. These results establish that GJAT mRNA can be coexpressed with our
mesenchymal metagene in breast cancer cell lines in the same way as in cancer samples in
many different tissues.
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Figure 6. In cancer cell lines, GJAT mRNA expression also correlates with our mesenchymal

metagene
CCLE mRNA expression data was extracted with R from cBioportal Web interface for CCLE. The
mesenchymal metagene is plotted against GJA7 expression in dataset for A, CCLE all cell lines; B, CCLE
Breast cancer Cell Lines; C, Inset indicating cell lines with low GJA71 and mesenchymal metagene
expression.
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3.7 High expression of GJA7 and of mesenchymal genes is associated with a low
expression of luminal epithelial genes in cell lines but not in whole tumor samples

We reasoned that a higher content in mesenchymal genes in tumor samples might be
attributable to either a higher content of 1) stroma in the sample, 2) tumor cells that underwent a
de novo expression of mesenchymal genes (EMT) or 3) both. In each case, a lower expression
of epithelial genes could be expected in samples expressing high levels of mesenchymal genes.
Despite the positive correlation between GJA71 and mesenchymal genes in Her2e breast cancer
samples, no strong negative correlation was observed between GJA1 and typical epithelial or
luminal genes such as E-cadherin (CDH1), cytokeratin 19 (KRT19), ZO-2 (TJP2), ZO-3 (TJP3),
EpCAM (EPCAM), Claudin 3 (CLDN3), Claudin 4 (CLDN4), Claudin 7 (CLDN?) (Figure 7A). In
fact, very few genes were negatively correlated with GJA7. These results indicate that Her2e
tumor samples with a higher expression of both GJA7 and mesenchymal genes do not display a
concurrent reduction in epithelial or luminal genes and suggest that GJA7 content does not

reflect total stromal content that would displace epithelial gene expression.

Because many studies have reported a decreased expression of GJAT and epithelial
markers with an increased expression of mesenchymal genes in vitro, we next determine if it
was the case in breast cancer cell lines. Surprisingly, in breast cancer cell lines, E-cadherin,
cytokeratin 19, ZO-2 and ZO-3, EPCAM, Claudin 3, 4 and 7 were all negatively correlated with
GJAT (Figure 7B). Our results showed that, in breast cancer cell lines, GJA1 is expressed at the
highest levels in cells that are expressing high levels of mesenchymal genes and low levels of

epithelial/luminal genes.

Our results in cancer cell lines show that cells with the mesenchymal phenotype likely
express low level of epithelial genes together with high level of GJAT and of mesenchymal
genes. However, in whole samples, the high expression of GJA7 and of mesenchymal genes in
not associated with a low level of epithelial genes. These results suggest that GJA7 is not
associated with a reduced differentiation of the tumor cells, nor with a reduction in the tumor

content of the samples.

3.8 GJA1 coexpression with mesenchymal genes is stronger in the stroma of
microdissected tumor than in epithelia

Since GJAT1 is usually considered in the context of its epithelial expression, we used both Curtis

(discovery and validation) datasets that had cellularity evaluated for each clinical sample (“low”,
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“moderate” or “high”) (Figure 8A). Within Her2e tumors or unstratified tumors, neither GJA1
expression nor our metagene changed significantly with the epithelial cell content of the sample
(Kruskal-Wallis p = 9.888e-02 and p = 9.313e-01, respectively).
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Figure 7. GJA1 mRNA is inversely correlated with epithelial and luminal genes in breast

cancer cell lines but not in Her2e breast tumors

A, plot of the mRNA expression (microarray) of GJA71 and several luminal or epithelial genes in Her2e
tumors of TCGA dataset (n = 73); B, GJAT mRNA expression was plotted against epithelial and luminal
genes in CCLE Breast cancer Cell Lines (n = 57). Color represent cell line subtype as in the legend.
Pearson’s correlation coefficient is given for each plot (r).
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Since the genes coexpressed with GJAT in Her2e breast tumors and in other cancer
types included many mesenchymal genes, we sought to determine if the expression of GJA1
MRNA could indicate a coexpression in the stroma. Previous studies have suggested that
transcripts associated with specific cell types can be detected in tumor samples (Perou et al.,
2000). Yoshihara and colleagues determined stroma related genes by comparing tumor and
stromal fraction expression profiles of laser capture microdissected breast, colorectal and
ovarian tumors. They validated this signature using eleven TCGA datasets with DNA copy
number data and develop a method that uses gene expression signatures to infer the fraction of
stromal cells in tumor samples (Yoshihara et al., 2013). This ESTIMATE Stromal Score was

made available as precomputed scores for TCGA breast cancer samples.

Our analysis showed that the ESTIMATE stromal score was strongly correlated with our
mesenchymal metagene and contains an important portion of the genes present in our
mesenchymal metagene. Also, when plotted against GJA7 expression it gave a similar pattern
as our mesenchymal metagene (Figure 8B, Supplementary Figure 5). These results suggest

that GJA1 levels follow the stromal content of the tumor samples.

To determine if the coexpression of GJA7T and mesenchymal genes followed closely
within the epithelial or stromal compartment, we used two different gene expression dataset of
microdissected breast cancer (Boersma et al., 2008, Finak et al., 2008). Separate analysis of the
tumoral and stromal compartments showed that GJA7 was strongly correlated with our
mesenchymal metagene in the stromal compartment in both datasets (Figure 8C). In the
epithelial compartment, the correlation was not as strong, although in the Boersma dataset, the
coexpression was relatively strong (Figure 8C). The joint variability of GJA71 and our metagene,
even in the stromal compartment, suggest that this association does not merely reflect the
stromal content of whole tumor samples but may rather reflect the variability of some

components in the stroma.

Since a strong correlation could be observed between GJA7 and the mesenchymal
metagene in the epithelial tissues of the Boersma dataset but not in the McGill dataset, we
investigated the level of the mesenchymal metagene and KRT18, as markers of stromal and
luminal compartments, respectively. Our mesenchymal metagene and KRT18 clearly
distinguished the stroma from the epithelia of the McGill dataset. However, in the Boersma
dataset, only KRT18 allowed to significantly distinguish the epithelial and stromal compartments
while no significant difference was observed for our mesenchymal metagene in both

compartments (Figure 8D).
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Figure 8. The coexpression between GJA7 and the mesenchymal metagene is observed in
the breast tumor stroma

A, ESTIMATE Stromal Scores are plotted against our mesenchymal metagene in TCGA'’s breast tumors;
B, Plot of GJAT mRNA against the mesenchymal metagene in microdissected epithelia et stroma.
Pearson coefficient correlation in indicated (r) and expression of GJA7T in the epithelial and stromal
microdissected tissue of breast tumors; C, Level of the mesenchymal metagene and of KRT78 mRNA
expression in microdissected epithelia and stroma. p value : ** < 0.01, *** < 0.001; NS = Not statistically
significant. All data from the McGill and Boersma datasets as indicated.

4. DISCUSSION

A body of literature shows tumor suppressing function for GJA7 (Naus et al., 2010). Supporting
such role, our previous study showed that LumA and LumB tumors have a higher expression of
GJA1 than basal-like and Her2e tumors that are known to be more aggressive. Also, within
LumA tumors, a higher expression of GJA7 is associated with a slightly better outcome (Busby
et al., 2018, Teleki et al., 2013). GJAT has been suggested to prevent tumor progression in
several ways, including controlling cell proliferation, migration and preventing EMT (McLachlan
et al., 2006).

However, data have suggested that the role of GJA7 might be dependent on tissue type,
grade and stage of the tumor, leading to the idea that GJA1 was a conditional tumor suppressor
(Naus et al., 2010). Others have attributed conflicting data to the use of different experimental
approaches, cellular heterogeneity of the tumors, the overlapping roles of the other connexin
family members and the complexity of the metastatic process (Grek et al.,, 2015). In breast
cancer, our analysis of clinical samples revealed a paradoxical relation between GJA1
expression and survival that might highlight a subtype-specific role (Busby et al., 2018). As data

accumulate, our understanding of GJA7’s role in cancer draws an increasingly complex portrait.

In this study, we showed that in Her2e breast cancer, where GJA1 is in fact associated
with a worse prognostic (Busby et al., 2018), GJAT mRNA expression is linked with
mesenchymal genes associated with the epithelial to mesenchymal transition, fibroblasts, ECM
remodeling and mammary stem cells. We also observed this association between GJA7 and
mesenchymal genes in cancers occurring in a portion of many tissues investigating. In cancer
occurring in another portion of the cancer tissues, as well as in luminal breast cancer subtypes,
the correlation between GJA1 expression and our mesenchymal metagene was not evident as
in Her2e tumors. However, our metagene still seemed to determine the basal level of GJAT, but
a subsample of the tumors overexpress GJA7 compared to the expected level predicted by our
metagene. The reason for this uncoupling has not yet been determined. Heat maps showed that

members of our gene list were still coexpressed in other breast cancer subtypes, regardless of
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GJAT level, supporting the idea that these genes are members of a coexpression module, as it

has been previously reported.

An important proportion of these genes coexpressed with GJAT have been shown to be
involved in breast cancer progression by enhancing tumor cell’s invasion and migration and
therefore its metastatic capacity. Because many of these genes were found in fibroblastic
signatures, we termed this gene list our mesenchymal metagene. Like in Her2e whole tumor
expression profiles, cell lines showed a concomitant expression of GJA7 with our mesenchymal
metagene. Interestingly, lower levels of GJAT were observed in cell lines with luminal subtypes
of breast cancer while an increasing level was observed in basal-like, claudin-low and
mesenchymal cells. Classification of cell lines with our mesenchymal metagene produced results
that were similar to those obtained by previous studies using differentiation score to order breast

cancer cell lines (Prat et al., 2013, Sarrio et al., 2012).

4.1 GJA1 association with mesenchymal genes might originate from the stroma

Previous studies reported gene lists similar to our metagene. Their biological significance is still
under debate but it has been suggested to originate from the stroma. Early bioinformatics
analysis of National Cancer Institute’s 60 cancer cell lines (NCI60), derived from various tissues
and organ, reported a cluster of genes that included GJA71 and several other of our
mesenchymal genes. This cluster was termed “mesenchymal”’ and was thought to be involved in
stromal cell functions (Ross et al., 2000). In a seminal study that first established the basis of the
current molecular classification for breast cancer, a similar cluster of genes, also including GJAT,
was suggested to account for the fibroblast content of whole tumor samples (Perou et al., 2000).
Other studies found similar gene lists to be coordinately expressed across multiple cancers
occurring in varying tissue types (Anastassiou et al., 2011, Segal et al., 2004). A similar module
of mesenchymal genes was also observed specifically in breast cancer (Wolf et al., 2014).
However, consistent with our observation that the association between mesenchymal genes and
GJA1 was specific to the Her2e subtype, this study investigating unstratified breast cancer
subtypes did not report that GJA7 was a member of this mesenchymal module (Wolf et al.,
2014).

Individual samples derived from breast tumors are very heterogeneous, having a varying
composition of cell types. It is thought that expression of genes associated with a specific cell

types will vary according to the abundance of these cells in the sample (Doig et al., 2013,
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Yoshihara et al., 2013). Whole breast tumor gene expression profiles have therefore been used
to assess the sample content in different cell types (Clarke et al., 2013, Yoshihara et al., 2013).
Similar genes lists, where GJAT is sometimes present, including the ESTIMATE Stromal score,
were subsequently used to assess the stromal content of the tumors (Doig et al., 2013,
Yoshihara et al., 2013). We found that this ESTIMATE stromal score was strongly correlated
with our mesenchymal metagene and related to GJA7 expression in a similar way. Together,
these observations that GJA7 is expressed with stromal or mesenchymal genes suggest that
this coexpression originate from a joint expression in the stroma and that both our metagene

and GJAT might be indicators of the stromal content of the tumor.

However, this signature might not only represent total stromal content of the tumor. In
fact, within the stromal compartment of microdissected breast cancer samples, levels of GJA1
and of the mesenchymal genes are still variable and coexpression between these two
parameters is still observed. The fact that GJA7 and our metagene did not decrease as epithelial
and luminal markers or as cellularity increase suggest that they do not reflect a higher total
stromal content that displace and reduces the remaining tumor content. These observations
rather suggest that GJA7 and our metagene are not merely indicators or the stromal content but

also testify of some modification within that stroma.

The stromal compartment surrounding the cancer cells comprises adipocytes, fibroblasts,
immune cells and endothelial cells, all contributing to total gene expression with its own
characteristic profile. A gene list similar to our mesenchymal metagene has been reported to be
highly expressed specifically in the primary fibroblasts (Fredlund et al., 2012). Consistent with
this idea, our results showed that GJA71 and our mesenchymal metagene were found to be

expressed at higher levels in breast cancer cell lines with a fibroblastic phenotype.

The microenvironment, including the fibroblasts, plays an important role during
carcinogenesis. Cancer cell are known to recruit different cell types, including resident
fibroblasts and bone marrow-derived mesenchymal stem cells, and activate them into cancer
associated fibroblasts (CAFs), also termed myofibroblasts, that will then express marker of
contractility such as smooth muscle actin alpha (a-SMA), increase their production of ECM and
of soluble factors like TGF-R (Buchsbaum et al., 2016, Yu et al., 2014b). Several of the genes
coexpressed with GJAT in Her2e tumors are also known to have an high expression in CAFs
(Allinen et al., 2004). Following activation of the CAFs, modifications, and possibly direct contact

with cancer cells, will create a tumor permissive microenvironment that will favor proliferation,
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migration and invasion (Buchsbaum et al., 2016, Yamaguchi et al., 2015), consistent with a

worse prognosis associated with an increase of GJA7 in Her2e tumors (Busby et al., 2018).

Consistent with the known contribution of CAFs to ECM production and to cancer
progression, the most obvious hypothesis explaining the wide coexpression of GJAT with ECM
and stromal genes is therefore that it is jointly expressed in CAFs from a reactive stroma.
Different levels of GJA1 expression might testify of different proportions of these CAFs in the

samples or their activation status, regardless of the total stromal content.

Stromal expression of GJAT received scant attention so far, but several report suggest
that it can be found in CAFs from breast cancers and that it could be associated with increased
proliferation of cancer cells (Jamieson et al., 1998, Teleki et al., 2014). In other tissues, GJAT
has been shown to contribute to fibroblast activation. For instance, in cardiac fibroblasts, it was
shown to contribute to cardiac differentiation into CAFs and to a-SMA expression (Asazuma-
Nakamura et al., 2009). Skin fibroblasts mutant for GJA7 had a reduced proliferation and
migration capability. Upon stimulation with TGF-3, these mutant fibroblasts also expressed lower
levers of a-SMA suggesting their capacity to differentiate into CAFs was greatly impaired
(Churko et al., 2011).

4.2 Tumor cell undergoing EMT might also contribute to the association between
GJA1 and mesenchymal genes

This coexpression of GJAT with mesenchymal genes brings several other possible explanations
for the contribution of GJA1 to cancer progression. A possibility is that GJAT is found in tumor
cells expressing mesenchymal genes de novo as they undergo EMT. Using MSigDB, we found
that genes coexpressed with GJA7 in Her2e tumors were enriched in genes considered to be
part of several EMT signatures. Other studies found that GJA71 and gene lists similar to our
metagene were coexpressed not only in the stroma but also in tumor cells upon their transition
from their initial epithelial phenotype to a more mesenchymal one, as they undergo EMT
(Anastassiou et al., 2011, Casey et al., 2009, Fredlund et al., 2012, Naba et al., 2012, Triulzi et
al.,, 2013). The expression level of a similar gene list has been suggested to be tumor cell
intrinsic and independent of the stromal content (Wolf et al.,, 2014). GJA1 has also been
reported to be increased upon EMT induction in mammary tumor cells from mice and human
(Asiedu et al., 2011, James et al., 2018, Tacheau et al., 2008). However, given the difficulty to

demonstrate that EMT is really occurring in vivo in tumor cells, the number of these transforming
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cells might be too low to generate the bulk of the signal detected in whole tumor sample and that

has been shown to originate mainly from the stroma.

It can be hypothesized that these results might be attributable to cross contamination of
the two microdissected compartments or to a different treatment of the myoepithelial cells, that
have an expression profile rather similar to fibroblasts (Allinen et al., 2004), during

microdissection.

The coexpression of GJAT with mesenchymal genes in whole tumors, together with other
previous studies mentioned earlier, challenge the idea that GJAT is suppressing tumors by
preventing EMT, and even suggest that it might instead contribute to EMT. It remains to be
determined whether this coexpression is associated with functional gap junctions or not. EMT
induced by TGF-3 in mouse untransformed mammary cells NMuMG led to increased levels of
GJA1 associated with a decreased of the presence of GJA1 in insoluble (junctional) fractions
versus the soluble (non-junctional) fraction. The reduction in the junctional GJA1 was associated
with a reduction of a 20k isoform of GJA1 produced by internal translation and which is though
to contribute to gap junction assembly (James et al., 2018). Despite a higher expression of
GJA1, gap junctions might be impaired in the mesenchymal context or assume non-junctional
functions contributing to cancer progression. Recently, a study demonstrated that over-
expressing GJA1 in two different HER2-positive breast cancer cell lines led to a diverging ability
to proliferate, migrate, form mammospheres and form tumors in mice. Tumorigenic
characteristics of the cancer cells were enhanced when functional gap junction channels could
not be formed upon GJA1 over-expression, but were reduced when membrane gap junction
plaques allowed cells to communicate (Yeh et al., 2017). The unaccounted functional status of
GJA1 based gap junction might therefore explain many apparently conflicting results obtained in

the study of GJAT’s role in breast and other cancers.

4.3 GJA1 association with mesenchymal genes might reflect basal cell content

A third possibility is that the association between GJA7 and mesenchymal genes might come
from the expression of GJA17 in the basal layer containing both myoepithelial cells and stem
cells, expressing GJAT in normal tissues. On one side, several of the genes from our list are
also expressed in healthy myoepithelial cells, preventing a clear distinction from CAFs by
expression profile. However, this explanation suffers several difficulties. Like GJAT,

myoepithelial cells have been considered to act as tumor suppressors by favoring cancer cell
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differentiation and polarization, and by physically and chemically constraining both tumor
expansion and cross talk between cancer cell and the surrounding tumor permissive stroma
(Pandey et al., 2010, Sopel, 2010). The presence of myoepithelial cells in tumors is considered
a strong favorable prognostic factor as the basal layer is lost at the invasive stage (Pandey et
al., 2010, Sopel, 2010). Myoepithelial contribution to whole tumor sample GJA7 mRNA would
therefore be expected to be associated with better outcome. Contrary to these expectations,
GJAT1 is associated with a worse prognosis in Her2e tumors where it is the best correlated with
mesenchymal genes. However, it has been pointed that, in order to assume their tumor
suppressor function, myoepithelial cells might require a full differentiation (Ingthorsson et al.,
2015). The altered expression of myoepithelial cells associated with DCIS, including a reduced
expression of p63 (TP63), argue that their inadequate differentiation might prevent proper tumor
suppression early in carcinogenesis and might even contribute to progression (Allinen et al.,
2004, Rohilla et al., 2015).

On the other side, several evidences indicate that GJA7 could be expressed together with
mesenchymal genes in stem cells of the breast epithelium (Lim et al., 2010). GJA1 has also
been observed in breast cancer stem cells (Patel et al., 2014). Another possibility is therefore
that the coexpression of GJA71 with mesenchymal genes could result from a variable

representation of cancer stem cells in each sample.

4.4 GJA1 interacts with many of these mesenchymal genes

These hypotheses need not to be mutually exclusive. The source of coexpression of GJAT with
our mesenchymal metagene and the implication for this association therefore remain to be
determined and further research should provide deeper insights to this question. Nevertheless,
the expression of GJA7 with mesenchymal genes either in activated fibroblasts, in altered
myoepithelial cells or in tumor cells undergoing EMT could all be consistent with a worse
prognosis associated with a higher expression of GJA7 in Her2e breast cancer (Busby et al.,
2018).

It has been suggested that genes that maintain a consistent expression relationship are
“guilty by association” and may share biological functions. Several of these mesenchymal genes
were reported in previous study to interact with GJA71. For instance, a mass spectrometry study
of proteins precipitated with GJA7 from cultured primary articular chondrocytes from healthy and

osteoarthritis suffering patients identified more than 100 interacting proteins (Gago-Fuentes et
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al., 2015). Among the list were several collagens (COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL6A1,
COL6A2, COL6A3, COL12A1), adhesion molecules (ITGAV, ITGB1), mesenchymal
cytoskeleton protein vimentin (VIM) and other genes (ANXA1, CALD1, DSTN, EHD2, EIF5A2,
FLNA, LMNA, MYOF, MYH9, PPIA, P4HA1, MLLT11, SEC31A, SERPINH1, TGFBI, VIM,
GBE1, RAP1A, THY1) coexpressed with GJAT in our study (r > 0.4 in the TCGA dataset).
Among the proteins reported to interact with GJA1 in chondrocytes, an increasing portion were
also part of our gene list. Thirteen out of 118 interacting protein (11%) found in healthy patients
were coexpressed with GJAT in our study (r > 0.4 in the TCGA dataset), 23/153 (15%) in
patients suffering from grade | osteoarthritis and 24/130 (or 18%) grade lll. The study also
showed colocalisation of GJA1 with VIM in small cellular protrusions in cultured chondrocytes
and GJA1 was found in protrusion not apposed to adjacent cells in the rat mammary cell line
BICR-MIRy (Simek et al.,, 2009). Some of the genes reported to interact with GJAT in
chondrocytes as well as other genes from our list (ACTA2, CAV1, CAV2, GJB2, CALD1, FLNA,
ITGAV, ITGB1, CDH2, MYL3, EHD2, PLN, VIM) were also previously reported to interact with
GJAT (Chen et al., 2012, Martins-Marques et al., 2015, Singh et al., 2003).

4.5 GJA1 might be coregulated with many mesenchymal genes

Several of the mesenchymal genes have been suggested to increase GJAT expression,
including Fibronectin (FN1) (Alford et al., 2001), Slug (SNA/2) (Aomatsu et al., 2012) and
Platelet-derived growth factor (PDGF)(Zhang et al., 2018). Recently, GJA1 C-terminal has also
been reported to translocate at the nucleus and was involved in the direct transcription of N-
cadherin (Kotini et al., 2018). Genes forming clusters are termed “coexpression modules”, and
could possibly be co-regulated (Clarke et al., 2013). Our results therefore raise the possibility
that GJAT mRNA is coexpressed with mesenchymal genes that are part of a coexpression

module potentially controlled by a common set or regulators.

CONCLUSION

The paradoxical expression of the tumor suppressor GJA7 with stromal, EMT, and SC genes
that are associated with cancer progression certainly warrant further investigations. These
results clearly highlight that to further understand GJA7’s role in cancer progression, we will
have to step out of the current paradigm stating that GJAY mainly contributes to the

maintenance of the breast luminal phenotype and prevent EMT by stabilizing epithelial cell-cell
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junctions. We clearly show that GJA7T mRNA expression can be associated with the
mesenchymal phenotype. In any case, understanding the reason for the discrepancy between
reported tumor suppressor effect of GJAT and the mesenchymal genes that coexpressed in
several cancer types might reveal a more complex role of GJA71 and might also explain why
GJA1 has not been consistently been identified as having prognostic relevance to cancers

occurring in the breast and in other tissues.
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Supplementary Figure 1. In HerZ2e breast cancer subtype, GJA1 is correlated with a module of
mesenchymal genes

As in Figure 3, within the Her2e tumors of each dataset, a correlation test was performed between GJA1
and each probes of the microarray platform. Expression of the genes retained as significantly correlated
(Spearman and Pearson’s r > 0.6 and FDR < 0.05) in Her2e tumors were plotted on heat maps for each
subtypes together with GJ7A (last large bottom row) and our mesenchymal metagene (next to last bottom
row).
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Supplementary Figure 2. In unstratified tumors and normal breast tissue, the stromal genes are

still coexpressed

In TCGA dataset, within Her2e breast cancer subtype, GJAT mRNA expression is significantly correlated
(Spearman and Pearson and Spearman’s r > |0.6] and FDR < 0.05) with 168 genes. As in Figure 2 and
Supplementary Figure 1, GJA7 and these genes were plotted on heat maps for patients in pooled breast
cancer subtypes and in samples of normal breast adjacent to tumor tissue. Samples were ordered
according to their GJAT level. n as indicated.

136



LumA
6- .0’ ¢ 0
4- LS N4 o.o.
*,
2- ’ ":" ?\.”
1 :
0- *
o - s
2 0 2
NKI
LumA
> .
LN 4
0.5- r :". o
L ‘. 332,
0.0- P .
—05- . “.,oo
- "t
-10- *°
-0.4-02 00 02
Vanvliet
S LumA
'Jé .
o~
-]
o
<
zZ
o
£
<
G}
11-
9-
7-
5- L] ' Al
7 8 9
Curtis Validation
LumA
* + .
11- Samel, .
*e g
9- —1~
. R
L F
5'1 ' ' '
6 7 8 9
Supplementary Figure 3.

Each microarray probes was correlated to GJA7 in Her2e subtype in each dataset. The average
expression of the top 100 probes best correlated with GJA7 was used as our Metagene. The metagene
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obtained for each dataset was plotted against GJA1 expression in each individual subtype.
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Supplementary Figure 4. Expression of GJA1 vs. individual genes of the metagene

The same pattern of coexpression between GJAT and our metagene is observed than for individual genes
of the metagene. Data from the TCGA dataset.
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Manuscrit a soumettre.

7.1 Contribution a ’avancement des connaissances

Plusieurs données indiquent que GJAT serait potentiellement régulée au niveau épigénétique.
Dans cet article, nous avons utilisé les profils de méthylation de 'ADN et de modifications des
histones accessibles au public pour mieux comprendre la régulation épigénétique de GJAT dans
les tissus normaux et dans le cancer du sein. A notre connaissance, cette étude est le premier
rapport complet sur les données de méthylation et de modification des histones couvrant a la

fois une grande région en amont du 7SS et le du corps du géne GJA1, y compris I'intron.

Nos analyses des données lllumina HM450 du projet TCGA ont démontré que la
méthylation du géne GJAT est dérégulée dans le cancer du sein par rapport aux tissus normaux
et que celle-ci dépendait du sous-type. Dans les cancers de type luminal, I'expression de GJA1
était inversement corrélée avec la méthylation au niveau du promoteur, immédiatement en
amont du TSS, tandis que dans les tumeurs Her2, la corrélation était plutét observée avec la
méthylation dans I'intron. Une corrélation positive est cependant observée avec la méthylation

du 2° exon. Des résultats similaires étaient obtenus dans d’autres cancers.

Notre analyse des annotations de la séquence d’ADN de GJAT montre que le promoteur
de GJAT fait partie du 28% possédant un faible contenu en sites CpG et possédant une boite
TATA. Ce type de genes est souvent associé a des fonctions spécifiques aux tissus et

potentiellement au type cellulaire dans les glandes mammaires.

L’analyse des données du Canadian Epigenetics, Environment and Health Research
Consortium (CEEHRC) concernant l'expression GJA7 au sein de quatre différents types
cellulaires a mis en évidences une expression forte dans les cellules myoépithéliales et dans le
stroma, tandis que les cellules luminales matures et les progénitrices luminales ne I'exprimaient

pas (ou du moins trés peu). Ces données d’expression sont associées avec des profils
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épigénomiques suggerant une reégulation par la méthylation de 'ADN et les modifications des

histones.

L’ensemble de nos analyses de la méthylation de I'ADN et des modifications des
histones indique également qu’'en plus d’étre régulée par un promoteur proximal situé
immédiatement en amont du 7SS, GJAT serait potentiellement régulée au niveau épigénétique

par un promoteur intronique.

7.2 Contribution des auteurs

Au cours de la rédaction de cet article, Mélanie Busby a congu et exécuté les expériences, a
analysé les données et a écrit le manuscrit. Michael T. Hallett a fourni 'accés aux jeux de
données d’expression, de méthylation, de d’altération du nombre de copies des génes dans le
cancer du sein via les serveurs du Breast Cancer Informatics group de I'Université McGill et du
Centre for Structural and Functional Genomics, du département de biologie de I'Université
Concordia. Il a participé a la conception des expériences et a la rédaction du manuscrit. Isabelle

Plante a contribué a la conception des expériences et a rédaction du manuscrit.

7.3 Traduction du résumé

GJA1 est une protéine qui forme des canaux transmembranaires assurant la communication
intercellulaire. Elle a longtemps été considérée comme un suppresseur de tumeur, mais des
évidences récentes suggérent qu'elle peut également contribuer a la progression aux stades
avancés du cancer. Bien qu'il ait été suggéré que GJAT puisse étre régulée par des
mécanismes épigénétiques, le réle de la méthylation de I'ADN et des modifications des histones
dans sa régulation reste mal compris, en particulier dans le tissu mammaire et le cancer. Dans
cette étude, nous avons utilisé des données publiques pour étudier la régulation épigénétique
de GJA1, codée par le géne GJAT, dans les cancers du sein et les glandes mammaires
normales. En utilisant la plateforme HM450 et les données de séquengage au bisulfite pour les
tissus humains normaux et cancéreux, nous rapportons une dérégulation de la méthylation de
GJA1 dans le cancer du sein. Nous avons également constaté que la méthylation d'un site CpG
dans le promoteur proximal du géne GJAT, ciblé par la sonde 3 de I'essai HM450, est associé
négativement a I'expression dans différents types de cellules du sein, dans le cancer du sein
ainsi que dans de nombreux autres cancers. De plus, la méthylation d'autres sites CpG est

également associée a l'expression de GJA71. La méthylation dans l'intron de GJA7 est
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négativement corrélée a I'expression génique dans plusieurs cancers, en particulier dans un
élément intronique qui présente une hypersensibilité a la DNase |, une déméthylation étendue,
des marques d'histone généralement associées a des promoteurs ainsi que la liaison de
plusieurs facteurs de transcription. Dans cet élément intronique, méme si aucun ilot CpG n'a été
identifié, un pourcentage élevé de CpG a été observé localement, bien que n'atteignant pas le
seuil de 50% utilisé pour identifier les CGI. D'autre part, la méthylation du deuxiéme exon a
montré une association positive avec I'expression. Ensemble, ces résultats sont cohérents avec
'idée selon laquelle les modifications de la méthylation et des histones représentent
d'importants régulateurs épigénétiques de I'expression des génes et soutiennent une régulation
épigénétique de GJAT dans les tissus mammaires normaux, dans le cancer du sein et

également dans de nombreux autres types de cancer.
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7.4 L’article 3

ABSTRACT

GJA1 is a protein, which forms transmembrane channels contributing to intercellular
communication. It has long been considered as a tumor suppressor although recent studies
suggest it can also contribute to tumor progression at advanced stages. While it has been
suggested that GJA7 can be regulated by epigenetic mechanisms, the role of DNA methylation
and histone modifications in its regulation remains poorly understood, especially in breast tissue
and cancer. Here we used publicly available data to investigate epigenetic regulation of GJA1,
encoded by the GJA7T gene, in normal breast and breast cancer. Using HM450 assay and
WGBS data for human normal and cancer tissues, we report a dysregulation of GJA1
methylation in breast cancer. We also found that methylation of a CpG site in the proximal
promoter targeted by HM450 (probe 3) within the GJAT gene is negatively associated with the
expression in different breast cell types, in breast cancer, as well as in many other cancers.
Furthermore, methylation of other CpG sites is also associated with GJA7T expression.
Methylation within the intron of GJA1 is negatively correlated with gene expression in several
cancers, especially within an intronic element showing a DNase | hypersensitivity site, a wide
demethylation, histone marks usually associated with promoters, as well as the binding of
several transcription factors. In this intronic element, a relatively high percentage of CpG were
locally observed, although not reaching the 50% threshold usually used to identify CpG islands.
In addition, methylation of the second exon showed a positive association with expression.
Together, these results are consistent with the main view that methylation and histone
modifications represent important epigenetic regulators of gene expression, and support an
epigenetic regulation of GJAT in normal breast tissues, in breast cancer and also in many other

cancer types.

1. INTRODUCTION

Gene expression is dependent on transcription factors binding to DNA to initiate transcription.
Eucaryotic DNA is packaged into chromatin formed by wrapping 146 base pairs (bp) of DNA
around an octamer of four core histones (two copies of each histones H2A, H2B, H3 and H4)
(Biswas et al., 2017). The interaction between DNA and transcription factors is closely

dependent on the physical organization of genomic DNA and on the tridimensional (3D)
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structure of chromatin formed by DNA, histone, DNA binding factors, other accessory proteins
and non-coding RNAs (Biswas et al., 2017). Chromatin is subjected to modifications of both
DNA and its other components, with direct consequences on chromatin structure and gene
expression. The term “epigenome” is used to describe these genome wide features in a specific

cell population (Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015).

DNA Methylation is the most widely studied of all epigenetic modifications and was
shown to be important in development and cell differentiation (Biswas et al., 2017). It is generally
admitted that unmethylated DNA regions allow transcription factors and other associated
proteins to interact with DNA and facilitate gene expression. On opposite, methylation can
prevent transcription initiation, either by directly interfering with transcription factor binding or by
allowing methylated DNA to act as a target for methyl-CpG binding protein than can recruit
transcriptional repressors (Seelan et al., 2018). Originally, a negative association has been
observed between methylation at CpG rich regions in the promoters and transcription, but a
more complex portrait is now emerging. For instance, methylation of gene body is positively
associated with transcription (Fleischer et al., 2014). Histones modifications have also recently
emerged as crucial regulators of gene expression by determining the global chromatin
environment and by guiding DNA-based biological processes. Histones N-terminal tails are
subject to post-translational modifications, from which acetylation and methylation have been
more widely investigated (Audia et al., 2016). A full understanding of the influence of each of
these modifications on gene expression is still lacking. However, recent progress in sequencing
technologies has facilitated the mapping of chromatin changes in cancer and genome wide
studies and helped to decipher how some of these mark function (Barski et al., 2007, Biswas et
al., 2017, Voigt et al., 2013).

Epigenetic modifications are tightly regulated through development, but this delicate
balance is disrupted early in cancer and has been associated with changes in gene expression
patterns that contribute to the disease (Biswas et al., 2017, Dedeurwaerder et al., 2011, Novak
et al., 2012). For instance, in tumors, a global DNA hypomethylation of CpG is observed across
the genome at various locations including retrotransposons, CpG poor promoters, repeat
sequences, among other, some of which showing high levels of methylation in normal cells
(Dedeurwaerder et al., 2011, Novak et al, 2012). It has been demonstrated that
hypomethylation plays a key role in tumor formation by allowing the aberrant expression of
proteins, including oncogenes, by activating retrotransposable elements and repeated

sequences, and by affecting pericentric repeat regions, therefore increasing genomic instability
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(Biswas et al., 2017). In parallel, a local hypermethylation affecting numerous promoter-
associated CpGs that are usually unmethylated has been extensively characterized and has
been associated with tumor suppressor and developmental gene inactivation (Dedeurwaerder et
al., 2011, Locke et al., 2012, Novak et al., 2012).

In breast cancer, methylation has also been shown to be dependent on subtype and on
estrogen receptor alpha status (Conway et al., 2014, Fackler et al., 2011, Holm et al., 2010,
Park et al., 2012, TCGA, 2012). It has been proposed that distinct methylation profiles of breast
tumor subtypes could reflect methylation state of particular cell of origin in which carcinogenic
transformation initially occurred (Dedeurwaerder et al., 2011, Houseman et al., 2014, Park et al.,
2012, Sproul et al., 2011). For instance, aberrant DNA methylation occurs at genes that are
already repressed through normal lineage commitment repression (Sproul et al., 2011). These
results suggest that tissue- and cell type-specific differentially methylated regions (DMR) that are

important for differentiation might be linked to methylation aberration in breast cancer.

Connexins are proteins that assemble into hexameric transmembrane channels, named
connexons that can dock with connexons from adjacent cell. Clusters of such channels form gap
junctions and contribute to a process called gap junctional intercellular communication (GJIC).
The most ubiquitously expressed connexin is GJA1 (also known as Connexin 43 or Cx43). In
breast, GJA1 is found mainly in the basal layer, mostly containing myoepithelial cells, but has
also been reported in luminal cells in vivo in mice (Dianati et al., 2016) and in vitro in human
cells (Monaghan et al., 1996, Talhouk et al., 2005), as well as in human and bovine fibroblasts in
vitro (Tomasetto et al., 1993, Woodward et al., 1998) and in endothelial cells (Pollmann et al.,
2005).

GJA1 has long been considered a tumor suppressor in the breast (Laird et al., 1999, Lee
et al., 1992, Leithe et al., 2006, McLachlan et al., 2007, Mesnil et al., 2005, Yamasaki, 1996).
However, several other studies highlighted a role for GJA7 in cancer progression (el-Sabban et
al., 1991, el-Sabban et al., 1994, Elzarrad et al., 2008, Fu et al., 2015, Ming et al., 2015b,
Pollmann et al., 2005, Stoletov et al., 2013). These and other evidences have led to consider a
role of GJA1T in later stages of breast cancer progression, and to the idea that it might act as a
conditional tumor suppressor with a role varying according to tissue, grade, stage and cancer
subtype (Busby et al., 2018, Naus et al., 2010).

GJAT regulation is thought to be controlled both by transcription factors and epigenetics
(Oyamada et al., 2013). For an extensive review of the evidences linking epigenetic

modifications and expression of connexins, the reader is referred to previous papers (Oyamada
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et al., 2013, Vinken, 2016, Vinken et al, 2009). The GJA1 gene is located on human
chromosome 6 (hg19 6922.31:121756745-121770873). In human, a first exon containing most
of the 5" untranslated region (5 UTR) is separated by a intron from a second exon containing 16
bases of the 5 UTR as well as the coding region and the 3’ UTR (Figure 1A).

GJA1 promoter activity has been studied in rat, mouse, human and fish, mainly within the
first exon and upstream, especially in regions located within -2400 to +281 bp from the
transcription start site (TSS) (Carystinos et al., 2003, Chatterjee et al., 2005, Chen et al., 1995,
Christoffels et al., 2004, De Leon et al., 1994, Echetebu ef al., 1999). In mice, a deletion analysis
of the GJA7T promoter revealed a 200 bp region downstream of the GJAT TSS as the minimal
sequence essential for a GJAT up-regulation mediated by Ras (Carystinos et al., 2003). It was
subsequently proposed that, in mice, the Gja7 gene is regulated by a first promoter, P1, located
upstream of the TSS and by two other promoters located downstream in the first exon (P2) and
in the intron (P3) (Pfeifer et al., 2004). The use of these promoters was suggested to be cell type
specific and led to alternative retention of exons (Pfeifer et al., 2004). In the same study, four
additional exons coding for different 5° UTR were reported to lead to nine different transcripts
depending on promoter selection (Pfeifer et al., 2004). Four out of the six exons present in mice
were also observed in rat; although similar observations have not been reported in human, they
cannot be excluded (Pfeifer et al.,, 2004). In human, the promoter activity has been mostly
studied around the TSS (Teunissen et al., 2004).

Numerous experimental evidences supporting a role for DNA methylation in GJAT
regulation come from the use of demethylating agents. GJA7 expression was induced upon
treatment with decitabine (5-aza-2'-deoxycytidine or 5-aza-CdR), an inhibitor of DNA
methyltransferase. The induced expression was observed in HeLa human cervical cancer cells
(King et al., 2000), in human multiple myeloma cell line MM1 (Heller et al., 2008), in human
nasopharyngeal carcinomas cells (CNE) (Yi et al., 2007), in human esophageal squamous
carcinoma cells TE-9 and in rat hepatocytes WB-F344 (Piechocki et al., 1999). On the other
hand, decitabine caused a downregulation of GJA7 in human endometrial stromal cells (Logan

et al., 2010) and in preimplantation mouse embryos (Yu et al., 2009).

Several indications have led to consider that epigenetic mechanisms could also be
involved in connexin dysregulation observed in cancer. For instance, in a genome wide (5472
genes) bioinformatics analysis using a panel of 45 breast cancer cell lines, GJA1 ranked 6™ out
of the 58 genes that were predicted to be epigenetically regulated (Loss et al., 2010).

Methylation of the GJA1 promoter has been observed in non-small cell lung cancer (NSCLC)
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compared to normal adjacent tissue and coincided with decreased expression, potentially by
interfering with the binding of AP-1 (Chen et al., 2003). Hypermethylation was also reported in
NSCLC compared to normal tissue and GJA1 protein levels were concomitantly reduced (Jinn et
al., 2010). Similarly, during carcinogenesis associated with Helicobacter pylori infection, GJA1
promoter hypermethylation is increased with cancer stage concomitantly with a decreased

expression (Wang et al., 2014).

As for methylation, an important part of the evidences that suggest the involvement of
histone modifications in GJA1 regulation come from studies using modifiers of the mechanisms
responsible for histone modifications, especially histone deacetylase (HDAC) and histone
acetylase (HAT) inhibitors. Most study using HDAC inhibitors have shown an upregulation of
GJA1 upon treatment (reviewed in Vinken (2016), Vinken et al. (2009)). For instance, a
treatment with trichostatin A (TSA) induced GJA1 expression in a panel of human prostate cell
lines. This was associated with hyperacetylation of histone H4 around the binding sequences of
SP1 and AP-1 transcription factors in the GJAT promoter with the contribution of the coactivator
p300/CBP that display histone acetyltransferase activity (Hernandez et al., 2006). A recent study
using human bladder smooth muscle cells (HBSMSs) has shown that TSA promoted the
expression of GJA7T at both mRNA and protein levels (Myung et al., 2017). ChIP assays have
suggested that transcriptional upregulation of GJA7 upon TSA treatment was associated with
increases accumulation of acetylated H3 and H4, together with an increased binding of AP-1
and Sp1 at the GJAT promoter compared to untreated cells. On the opposite, treatment with the
HAT inhibitor AA induced a repression of GJA71 expression, associated with decreased
acetylation levels of histones H3 and H4, and with a reduction in the binding of AP-1 and Sp1
(Myung et al., 2017). These evidences and others (Khan et al., 2007) point to a role of histone

modifications in GJAT regulation.

The conclusions that can be drawn from gene expression changes following cell
treatment with demethylating agents or HDAC inhibitors are, however, limited by their genome
wide and non-specific effects, including on upstream transcription factors that could interfere
with GJA1 expression (Colussi et al., 2011, Meraviglia et al., 2015, Seelan et al., 2018, Vinken,
2016). Here we investigated how GJA7 is regulated by DNA methylation and histone
modifications in breast normal cells and is dysregulated in breast cancer subtypes, using public

databases.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 TCGA data

The Cancer Genome Atlas (TCGA) project was a collaborative effort joining the National Cancer
Institute (NCI) and the National Human Genome Research Institute (NHGRI) that produced
genomic data for 33 different types of cancer and corresponding normal tissues for more than
11 000 patients. For breast cancer, the TCGA project extensively characterized the genome
wide expression, methylation, copy number and mutations of breast ductal carcinomas for 1097
cases (TCGA, 2012).

2.1.1 Methylation

Methylation data were obtained with the HM450 lllumina BeadChip by TCGA project for 32
different types of cancer (Hoadley et al., 2018, TCGA, 2012). HM450 assay is a bead-based
assay that uses an average of sixteen different probes for each genes of the genome. Probes
systematically target promoter regions upstream the TSS, CpG islands (CGls), CGlI’s shores and

shelves as well as CpG dinucleotides outside these regions.

For Breast Invasive Carcinomas (BRCA) (TCGA, 2012), beta values, representing the
proportion of methylated alleles, were downloaded for seventeen probes associated with GJA1
and the intergenic region located upstream, both for cancer and normal adjacent tissues.
Genomic location of each probe for the assay was obtained with the
FDb.InfiniumMethylation.hg19 package and plotted against the UCSC uc003py.3 isoform of
GJA1 as of TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene package (Carlson et al., 2015) using
R/RStudio.

Methylation data for the 32 types of cancer from the TCGA project were acquired for
GJA1 using cBioportal via with R/RStudio (Gao et al., 2013, Hoadley et al., 2018). cBioportal
automatically returns the data for a single methylation probe per gene based on the strongest

negative correlation with gene expression.
2.1.2 Gene expression

Gene expression data for the BRCA cohort were obtained by TCGA using a custom Agilent

G4502A 244K array (TCGA, 2012). Expression is given as Log2 Lowess normalized ratio
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(Busby et al., 2018). Breast cancer intrinsic subtype was assigned to each sample with the
Pam50 molecular subtyping algorithm using the R genefu package (Tofigh et al., 2014).
Matched tumor-adjacent “normal” samples were also available for the breast dataset. For
analysis of breast cancer and of thirty-one other cancer types of the TCGA project, RNA-Seq
data normalized with “RNA-Seq by Expectation Maximization” (RSEM) was accessed through
cBioportal via R/RStudio (Cerami et al., 2012, Gao et al., 2013, Hoadley et al., 2018). RNA-Seq

data was plotted on a logarithmic scale.
2.1.3 Copy number alterations (CNA)

Copy number alterations (CNAs) were measured in the TCGA dataset with Affymetrix 6.0 single
nucleotide polymorphism (SNP) arrays and segmented using Circular Binary Segmentation
(labeled here as Relative linear copy number values)(TCGA, 2012). Data were further processed
by TCGA using GISTIC 2.0 to assign the Putative copy number calls per gene (-2: Homozygous
deletion, —1: Hemizygous deletion, 0: Neutral/no change, 1: Gain, 2: High level amplification)
(TCGA, 2012). Called CNA data for the BRCA TCGA dataset were retrieved using cBioportal
programmatic access with R/RStudio (Gao et al., 2013).

2.2 MEXPRESS

MEXPRESS is a web tool for the integration and visualization of gene expression and DNA
methylation data on a single-gene level across several TCGA cancer dataset (Koch et al., 2015).
Pearson correlation was used to correlate expression (RNA-Seq v2 Log2) and methylation (B3-
value) data. The p values were adjusted for multiple comparisons using a false discovery rate
(Koch et al., 2015). The methylation at HM450 probe with the strongest correlation (positive or

negative) with mRNA expression was reported with the number of samples.

2.3 Canadian Epigenetics, Environment and Health Research Consortium
(CEEHRC) Network data

Four breast cell types were isolated by the CEEHRC Network from six healthy premenopausal
donors undergoing reduction mammoplasties. Mature luminal cells (CD49f EPCAM™®"), luminal
progenitors (CD49f EPCAM™"), basal cells (CD49f'EPCAM"°*") and stromal cells (CD49f
EPCAM") were isolated after exclusion of lineage positive cells (CD45" targeting hematopoietic
cells, CD31" for endothelial cells and dead DAPI* cells). Similar cell types from the six

individuals were then pooled in equal proportion for analysis (Pellacani et al., 2016).
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Genome wide analysis were performed for gene expression, DNA methylation and six
histone marks (H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3, H3K9me3, and H3K36me3) for
each of the four subset (Pellacani et al., 2016). Greater details about the experimental

procedures can be found at http://www.epigenomes.ca/protocols-and-standards. The tracks

generated for the CEEHRC project can be found at http://www.epigenomes.ca/data-release/ for

download or visualization in different genome browsers. CEEHRC data were accessed with
DeepBlueR package (Albrecht et al., 2016, Albrecht et al., 2017) and plotted against the UCSC
uc003py.3 isoform of GJA1 (chr6:121756745-121770873) as of
TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene package (Carlson et al., 2015) via R/RStudio.

2.3.1 Gene expression

Gene expression was investigated using RNA sequencing (RNA-Seq) as described (Gascard et
al., 2015, Pellacani et al., 2016). Briefly, polyA+ RNA was purified and converted to double
strand cDNA followed by a strand-specific paired-end library construction. After uridine digestion,
the library was amplified by PCR with the addition of P5 and P7 adaptor sequences. After gel
purification, libraries were sequenced using 76 nt paired end on HiSeq 2000. Adaptor
sequences were removed and paired-end reads were aligned to genome GRCh37
supplemented by read-length-specific exon—exon junction sequences. An in-house RNA quality
control and analysis pipeline was used to generate a report and calculate a normalization
constant for computing read per kilobase per million mapped reads (RPKM) values (reads per
kilobase per million mapped reads). Genome-wide wiggled files were generated using a custom
BAM2WIG java program for further analysis and visualization (Gascard et al., 2015, Pellacani et
al., 2016).

To obtain a single numerical value for GJA1 expression in each cell type, we used the
mean level observed along the two exons. No transcription was observed on the reverse strand.

Only the forward strand is therefore presented.
2.3.2 DNA Methylation

DNA methylation was assessed by the CEEHRC Network with whole-genome bisulfite
sequencing (WGBS) as described (Gascard et al., 2015, Pellacani et al., 2016). Briefly, DNA
was sonicated to fragment size of 300 bp. After adaptor ligation, bisulfite conversion of the DNA
was performed. DNA was purified and then amplified using PCR, and size selected using PAGE
gel purification. Libraries were sequenced using paired-end 100 nt sequencing chemistry on an
lllumina HiSeq 2000. After adaptor sequences were stripped, read were directionally aligned to

GRCh37 genome assembly using Novoalign (version 3.02.10) and converted to bam format
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using SAMtools (version 0.1.13). Novoalign and other in-house tools were used to generate

fractional calls and coverage analysis (Gascard et al., 2015, Pellacani et al., 2016)

We determined the range of methylation observed (0-100) at 503 CpG sites located
between —6000 from GJAT TSS to + 1000 after the 3’ end of the gene and for which there was
WGBS data for the four cell types. 83 CpG sites with a variation over 50 were retained and

plotted on an individual track.
2.3.3 Histones marks ChIP-Seq analysis

Histone marks chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-Seq) analysis was
performed as described by the CEEHRC Network (Gascard et al., 2015, Pellacani et al., 2016).
DNA was cross-linked and sonicated. Then, antibodies specific to histone modification were
validated according to Roadmap Epigenomics project’s standards (H3K4me1, pAb-037-050
(C15410037), Diagenode; H3K4me3, 9751S, Cell Signaling; H3K9me3, pAb-056-050
(C15410056), Diagenode; H3K27me3, pAb-069-050 (C15410069), Diagenode; H3K36me3,
ab9050, Abcam; H3K27ac, ab4729, Abcam) and were used for chromatin immunoprecipitation
(Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015). After sequencing of the precipitated DNA
using single-end 76 nt sequencing with lllumina HiSeq 2000 as either single or multiplex,
sequence reads were aligned using Burrows-Wheeler Aligner (BWA) version 0.5.7 and
converted to BAM format with SAMtools (version 0.1.13). Genomic regions significantly enriched
in any mark were calculated using FindER v.1.0.0b (default options a part from: minSize = 175
bp and maxGap = 125 bp). Normalized signal tracks (signal per million reads - SPMR) were
generated using MACS2 (Zhang et al., 2008). Custom java program (BAM2WIG) was used to
generate wig files for downstream analysis and visualization (Gascard et al., 2015, Pellacani et
al., 2016).

2.4 ENCODE project

The Encyclopedia of DNA elements (ENCODE) project was developed to provide the scientific
community with annotation of the human genome for candidate functional elements including
genes, RNA transcripts, transcriptional regulatory regions, DNA and chromatin accessibility,
histone modification, transcription factor binding sites (TFBS) and DNA methylation. A
consortium of international groups with diverse expertise in high throughput functional genomic

data was organized to investigate epigenomic features in a variety of cancer and normal cell
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lines (The ENCODE Project Consortium, 2011). All data and protocol descriptions are available

at http://www.encodeproject.org/.

2.4.1 DNase | hypersensitivity sites

Sites of DNase hypersensitivity (DHSs) were investigated in the ENCODE project for 125 cell
types. Briefly, DHSs were mapped by ENCODE using two techniques: the first involves the
capture of free DNA ends at in vivo DNase | cleavage sites with biotinylated adapters followed
by digestion with a typellS restriction enzyme to generate 20 bp DNase site tags. The second
technic consists of direct sequencing of DNase | cleavage sites at the end of small (300 bp) DNA
fragments released by limiting treatments with DNase | (The ENCODE Project Consortium,
2011).

Hypersensitive regions were indicated by a box. The darkness of the box is proportional
to the maximum signal strength observed in any cell line. The number of cell lines (out of 125)
for which the DNase sensitivity region was observed is given under the box. Uniformly
processed peaks were assigned a normalized score (0-1000) based on narrowPeak signalValue
and then clustered by score with UCSC regCluster to generate singly-linked clusters. The DHS
found in more than 80 cell lines and with a score of over 600 were highlighted. Sites with a score
<100 were filtered out (The ENCODE Project Consortium, 2011, Thurman et al., 2012). The data
in track "wgEncodeRegDnaseClusteredV3" were accessed with rlayertracker package (Albrecht
et al., 2016, Albrecht et al., 2017) via R/RStudio.

2.4.2 Transcription factor binding to DNA

Human gene expression is regulated by several factors including the binding of transcriptional
regulatory proteins to DNA elements in cis-regulatory regions (The ENCODE Project
Consortium, 2011). To determine TFBS, we used ENCODE’s ChIP-Seq data for 161 proteins
derived from 125 cell lines. This track shows regions where sequence-specific transcription
factors, general transcription machinery as well as chromatin-modifying and remodeling proteins
are bound to DNA as assessed by ChlP-Seq (Gerstein et al.,, 2012, The ENCODE Project
Consortium, 2011). For simplicity, these factors will be subsequently referred as transcription
factors (TF).

DNA and DNA binding proteins, forming chromatin, were first formaldehyde cross-linked.
DNA was then isolated and fragmented using sonication. DNA was immunoprecipitated with
antibodies targeting a variety of TF. The precipitated DNA was then sequenced and processed

using the ENCODE computational pipeline to locate area of occupancy by a variety of

161



transcription factors. Uniform peaks were generated and scores were assigned to peaks (0-
1000). The result was aggregated to produce a summary display showing occupancy regions for
each factor (The ENCODE Project Consortium, 2011). The data in track
“‘wgEncodeRegTfbsClusteredV3” were accessed with rlayertracker package (Albrecht et al.,
2016, Albrecht et al., 2017) via R/RStudio.

2.4.3 RNA-Seq for cell lines

RNA-Seq data were generated by Caltech for the ENCODE project (The Encode Project
Consortium, 2012). We selected data for nine cell lines for which chromatin segmentation state
was also available (HepG2 hepatocellular carcinoma cell line, GM12878 B-lymphoblastoid cells,
K562 erythroleukemia cells, HSMM skeletal muscles myoblast cells, NHEK epidermal
keratinocyte primary cells, NHLF lung fibroblast primary cells, HUVEC umbilical vein endothelial
primary cells, H1-hESC embryonic stem cells). Briefly, PolyA + RNA was isolated and converted
to double strand cDNA. Libraries were sequenced with an lllumina Genome Analyzer | or an
lllumina Genome Analyzer lIx according to the manufacturer's recommendations. Non-strand-
specific reads of 75 bp length were obtained (2x75) and aligned to the human genome (version
hg19) using TopHat. Cufflinks was then used to quantify transcript expression estimates based
on the GENCODE annotation. Data were accessed with DeepBlueR package (Albrecht et al.,
2016, Albrecht et al., 2017) via R/RStudio.

2.4.4 Chromatin state segmentation for cell lines

Chromatin state segmentation provides a DNA annotation of functional states across the
genome. The selected model used a total of fifteen states corresponding to repressed, poised,
and active promoters, strong and weak enhancers, putative insulators, transcribed regions as

well as large scale repressed and inactive domains.

In the ENCODE project, ChlP-Seq data for eight histone modifications (H3K4me1, -2, -3,
HeK27ac, H3K27me3, H3K9ac, H3K36me3 and H3K20me1), a transcription associated factor
binding to DNA (CTCF) and input were used to determine chromatin state segmentation for the
same nine cell lines as for RNA-Seq. Data for these nine cell types were binarized separately at
a 200 bp resolution based on a Poisson background model. A Hidden Markov Model (HMM) was
used to learn chromatin states from these binarized data (ChromHMM). For each cell type, each
200 bp interval was then assigned its most likely state as determined by the model. These states
were used to segment the genome and were then grouped and colored to visually identify

predicted functional elements (Ernst et al., 2011, The Encode Project Consortium, 2012).
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Chromatin state data for ENCODE cell lines were accessed with DeepBlueR package (Albrecht
et al., 2016, Albrecht et al., 2017) via R/RStudio.

2.5 Roadmap Epigenomics project

US National Institutes of Health (NIH) Roadmap Epigenomics Mapping Consortium was
established to provide epigenomic map of various cell types of numerous healthy tissues. Data
describing genome wide DNA methylation, histone modifications and other chromatin features
were generated to allow the identification of epigenetic events regulating development and
disease (Bernstein et al., 2010). Epigenetic features were studied in 127 different cell types,
either cell lines or isolated from tissues. Histone modifications were assessed by ChIP-Seq

(Gascard et al., 2015, Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015).

Similar to what was done in the ENCODE project, a Chromatin state segmentation was
determined in the Roadmap epigenomics project. A Hidden Markov Model (Ernst et al., 2012)
applicable to all 127 epigenomes was first trained on the 60 epigenomes with the highest-quality
using the core set of five chromatin marks assayed in all epigenomes (H3K4me3, H3K4me1,
H3K27me3, H3K9me3, H3K36me3). Several models were trained in parallel with a range of 10
to 25 states. The 15 states model was selected. The trained model was then used to compute
the posterior probability of each state for each genomic bin in each reference epigenome. The
regions were labeled using the state with the maximum posterior probability (Gascard et al.,

2015, Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015).

We visualized the 15 chromatin states model for the 127 epigenomes on Washington
State University Roadmap Epigenomics web page:

(https://legg2.wustl.edu/roadmap/web_portal/chr_state learning.html#core 15state)

2.6 Other data

2.6.1 CGls and CpG content

In the ENCODE project, CGlIs were defined as sequences of CpG content of 50% or greater, a
length greater than 200 bp and a ratio of observed number of CG dinucleotides to the expected
number on the basis of the number of Gs and Cs in the segment greater than 0.6 (Gardiner-
Garden et al., 1987). The CGls were retrieved using AnnotationHub package (Morgan, 2017) to
access track “AH5086".
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2.6.2 Evolutionary conserved CpG

Using an evolutionary model, Cohen and collaborators (Cohen et al., 2011) inferred ancestral
sequences and regional evolutionary substitution rates of CpG rich regions of the human
genome from alignments of five primate genomes. They analyzed all genomic, non-exonic, non-
repetitive DNA with at least 3% CpG content. They estimated the CpG and G/C content,
determined the rates of CpG gain and deamination and inferred the rates of G/C gain and loss.
Green elements represent CGls that have low rates of deamination (cytosine to thymine
mutation) and are typically unmethylated. A probabilistic score is given for each CGl and
indicate the specificity of the evolutionary behavior: a positive score indicate hypo-deamination
and negative values indicate a high rate of G/C gain. The “evoCpG” track was accessed with

rtracklayer using R/RStudio.
2.6.3 CpG percent

UCSC track CpG percent (track = "GC Percent", table = "gc5Base") was retrieved using Gviz
(Hahne et al., 2016). This track shows the percentage of guanine and cytosine bases in a 5

bases window (Gardiner-Garden et al., 1987).

2.7 Statistical analysis and graphics

All statistical analysis and graphics were generated using R version 3.4.3 (R Core Team, 2016)
and RStudio version 1.0.153 (RStudio Team, 2015). For correlations (for example between gene
expression and methylation), the Pearson’s correlation coefficient was used. For comparison,
the Kruskal-Wallis test was used (for instance to compare methylation between probes or
between subtypes). For multiple group analysis, a Dunn post hoc pairwise comparison was used
to determine the pairs with significative differences (for instance to compare methylation of each
HM450 probe or for each breast cancer subtype or to compare GJAT mRNA or CNA) and the p
values were adjusted with the Bonferroni-Hochberg method. Most graphics were made using
ggplot2 (Wickham, 2016) and Gviz packages (Hahne et al., 2016).
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3. RESULTS

3.1 GJA1 methylation is dysregulated in breast cancer

We first sought to overview if methylation along the GJA7 gene is modified in breast cancer
tissues compared to normal adjacent tissue. To do so, we used data from the TCGA project
(TCGA, 2012). TCGA used the HM450 bead-based methylation assay where 16 probes were
assigned as targets of the GJA7 gene and its promoter. Three probes (probes 1, 2, 3) target the
region upstream from the TSS (-1449, -1439, -185 bp) and one (probe 4) targets the first exon
(+94 bp). Eight more probes (probes 5-12) target an intronic region following the first exon
(+1182 to +2235 bp). One other (probe 13) targets the end of the intron (+11129), two (probes
14 and 15) target the second exon (+11137, +11852) and a last one (probe 16) targets the 3’
UTR (+13032). We also selected a probe (probe 0) located a little further upstream (-4170 pb) of
the gene (Figure 1A). Two of these 17 probes did not have data (Probes 2 and 11, Figure 1B).
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Figure 1. GJA1 methylation is dysregulated in breast cancer samples

A, Localization of the HM450 methylation assay probe’s targets along the GJAT1 gene (isoform
uc0003pyr.3). There was no available data for probes 2 and 11 and they are therefore represented in pale
grey. B, Methylation level at each GJAT probe location in breast cancer (bc) and normal adjacent tissue
(nb) in the TCGA BRCA dataset. Dunn test’s p value: * < 0.025; ** < 0.005; *** < 0.0005. Dunn test for all
pairwise comparisons adjusted with bh. Only the results for normal breast compared to cancer is shown
each probe.

Previous studies indicated that methylation patterns observed across the genome show a
bimodal distribution of methylation with either a high or a low methylation and relatively few sites
with intermediate methylation (Slieker et al., 2013). As expected, in normal tissues, methylation
at different locations of the GJAT gene was either low or high for most probes (Figure 1B).
Results showed that the level of methylation of GJA17 is altered in cancer and its distribution is
more widespread in cancerous than in normal tissues (Figure 1B). In tumor, the methylation

level was intermediate in many cases.

A region of low methylation is usually found around the TSS indicating the promoter
region (Slieker et al.,, 2013). GJA1 had a high methylation at the probes sites targeting the
region upstream of the TSS (Probes 0 and 1) and many cancer cases showed a lower
methylation level than in normal tissues. Surprisingly, the two probes located immediately
around the TSS (probe 3 and 4) also showed a relatively high level of methylation. Despite the
high level, we found methylation was highly variable in normal tissues and was even more

variable in breast cancer with a higher methylation in cancer than in normal tissues (Figure 1B).

Unexpectedly, instead of the demethylated region usually found upstream of the TSS, a
region of low methylation was present in the intron at probes 5-12 and showed an increased
methylation in many tumors, especially from the Her2e subtype (Figure 1B, Supplementary
Figure 1). These regions of low methylation suggest that this intronic element could be important

for GJAT regulation.

Consistent with previous reports (Saxonov et al., 2006), the probes targeting the region
around the second exon (Probes 13-16) were highly methylated in both normal and cancer
tissues. However, a subset of tumors show an aberrant demethylation compared to normal
tissues, especially within the basal subtype (Figure 1B, Supplementary Figure 1). Taken
together, these observations suggest that methylation is widely dysregulated along the GJAT in

human breast cancer.
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We used NCBI blast to locate the forward sequence flanking the targeted CpG for each
HM450 probes. It has to be noted that the three probes targeting the GJA7 gene body (probes 4,
15 and 16) also identified a second sequence on the chromosome 5 located on the exon of the
intronless GJA1 pseudogene (GJATP1) with a strong sequence similarity. Additionally, the probe
15 sequence also identified a sequence located on the X chromosome on the GJA6
pseudogene (GJAG6P). Unfortunately, no data were available for the expression or the
methylation of these pseudogenes in the TCGA BRCA project. These results must be kept in

mind while interpreting our results.

3.2 GJA1 gene expression varies with methylation in a subtype-dependent manner

To better understand how methylation could be associated with GJA1 expression, we correlated
methylation with mRNA expression for each HM450 probe for unstratified breast tumors,
individual subtypes and for normal tissue (Figure 2 and supplementary figures 2 and 3). In
normal tissue, expression of GJAT mRNA was generally poorly correlated with methylation,
possibly reflecting the narrow intervals of both parameters observed in healthy samples (Figure
2A). The strongest negative correlation in normal breast was observed at the intronic probe 8
(Figure 2A, B left panel). In cancer samples, the correlation for probe 8 was weaker and only a
small subset of tumors had a hypermethylation at this probe compared to other probes (Figure

1B, 2B, center and right panel).

In breast cancer, the strongest association between methylation and GJA7 expression
was observed in LumA and LumB tumors at probe 3, which is located at the proximal promoter.
In normal tissues, the correlation was weak at this probe (Figure 2A, C). This is consistent with
an association between GJAT expression and methylation at the proximal promoter at probe 3 in
luminal tumors. However, in Her2e and basal subtypes, the strongest negative correlation was
rather observed at the intronic probe 9, with a strong correlation also observed at the intronic
probe 5 in Her2e subtype (Figure 2A). Methylation at these probes was significantly increased in
the Her2e subtype. These observations are consistent with previous reports that breast
subtypes harbor specific methylation patterns (Holm et al., 2010, Park et al., 2012, TCGA,
2012).

A closer examination of the data at probe 3 showed that methylation was highly variable
in LumA and LumB tumors while it was increased in Basal and Her2e tumors relative to normal

tissues (Figure 2D). At the same time, we previously showed that LumA and LumB tumors have
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a highly variable expression of GJA7 while basal and Her2 tumors have a reduced expression in
the same TCGA dataset (Figure 2E previously published in (Busby et al., 2018)). These results
are consistent with an association between methylation and GJA7 expression in breast cancer.
However, a weaker correlation was observed in basal and Her2e subtypes, possibly resulting
from a low expression and a high methylation, two parameters that were less variable than in

luminal tumors.
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Figure 2. GJA1 methylation covaries with mRNA expression in breast cancer

A, Pearson’s correlation between HM450 methylation R value for each probe location vs. GJAT mRNA
expression (by microarray) for each breast cancer subtype. Coefficient greater than |0.3| are highlighted
with the darkest gray indicating the highest coefficient. B, Methylation at location of probe 8 is correlated
with mRNA expression in normal tissues but has a narrow range of methylation (left) and is weakly
correlated in breast cancer tissues (center). Methylation at probe 8 is altered in only a small subset of
breast cancer (right). C, Methylation at probe 3 is well negatively correlated with GJA1 expression,
especially in LumA and LumB subtypes of breast cancer. Pearson’s correlation coefficient is shown for
each plot (r). D, Methylation at probe 3 is significantly altered in all subtypes of breast cancer shown and
varies according to GJA7 CNA. E, Variable methylation at probe 3 in LumA and LumB (D) is associated
with a variable expression. An increased methylation in Basal and Her2e is associated with a decreased
expression. Dunn test’s p value: * < 0.025; ** < 0.005; *** < 0.0005. Data from the TCGA BRCA dataset.

When investigating unstratified tumors, an increased methylation was also observed with
increases copy number (Figure 2D, right panel). These observations suggest that, while the
GJA1 overexpression previously observed in a subset of luminal tumors is not explained by an
increase in copy number (Busby et al., 2018), CNA might instead be negatively associated with

gene expression and positively associated with methylation.

3.3 GJA1 expression varies with methylation in a broad range of cancers

We sought to investigate whether GJA71 expression was also associated with methylation in
other cancer types. To do so, we investigated 31 other cancers types studied within the TCGA
project for which expression and methylation data were available via cBioportal. Our results
showed that in all but one cancer type, GJAT expression was negatively correlated with
methylation, although not always to a significant level (Figure 3A, C, and supplementary Figure
4). Breast cancer (brca) had the strongest negative correlation compared to other cancer types,
while prostate adenocarcinoma (prad), uterine corpus endometrial carcinoma (ucec), brain lower
grade glioma (Igg) and uterine carcinosarcoma (ucs) followed closely (Figure 3A). The fact that
ovarian serous cystadenocarcinoma (ov) had a low number of samples was possibly responsible

for the positive correlation (Figure 3B).

Surprisingly, in MEXPRESS database we found a negative correlation for the only probe
for which the statistical test was performed for ov cancer type (Supplementary Table 1). In
MEXPRESS, a total of 13 probes were used for the analysis of GJA71 in TCGA cancer types
(probes 1, 2 and 11 were excluded). Overall, most negative correlations between methylation
and expression were found within the 9 probes located in the proximal promoter or in the intron.
On the opposite, the large majority of the positive correlations were observed in four probes
targeting the second exon with some strong and significant correlations as high as 0.779 (p

value > 0.01 for probe 16 in testicular germ cells tumors (TGCT)) (Supplementary Table 1). This
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is in line with previous genome wide studies showing that most positive correlation were found at
gene body and 3’ UTR (Fleischer et al., 2014).

Similar to breast cancer, the probe 3 was the most negatively correlated with gene

expression in 18 out of the 32 cancer types investigated (Supplementary Table 1). Probe 4, 9,

10 and 12 were also frequently correlated with expression. Both probes 3 and 4 target the

proximal promoter while probes 9, 10 and 12 target the intron (Supplementary Table 1).
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Figure 3. GJA1 expression varies with methylation in various cancer types

In TCGA’s samples of many cancer types, GJA7T mRNA is negatively correlated with DNA methylation. A,
Scatter plot showing GJAT mRNA expression and the HM450 methylation assay probe targeting GJA1
that gave the highest negative correlation. Pearson’s correlation coefficient is given for each plot (r).
Results given for Breast invasive carcinoma (brca), Prostate adenocarcinoma (prad), Uterine Corpus
Endometrial Carcinoma (ucec), Brain Lower Grade Glioma (lgg), Uterine Carcinosarcoma (ucs), Testicular
Germ Cell Tumors (tgct), Lung squamous cell carcinoma (lusc), Thymoma (thym), Uveal Melanoma
(uvm), Lung adenocarcinoma (luad), Cervical squamous cell carcinoma and endocervical
adenocarcinoma (cesc), Sarcoma (sarc), Cholangiocarcinoma (chol), Adrenocortical carcinoma (acc),
Bladder Urothelial Carcinoma (blca), Kidney renal papillary cell carcinoma (kirp), Mesothelioma (meso),
Thyroid carcinoma (thca), Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma (dlbc), Stomach
adenocarcinoma (stad), Head and Neck squamous cell carcinoma (hnsc), Esophageal carcinoma (esca),
Skin Cutaneous Melanoma (skcm), Acute Myeloid Leukemia (laml), Pancreatic adenocarcinoma (paad),
Colon adenocarcinoma (coadread), Kidney Chromophobe (kich), Kidney renal clear cell carcinoma (kirc),
Glioblastoma multiforme (gbm), Liver hepatocellular carcinoma (lihc), Pheochromocytoma and
Paraganglioma (pcpg), Ovarian serous cystadenocarcinoma (ov). B, Scatterplot for GJAT mRNA
expression vs DNA methylation in Ovarian serous cystadenocarcinoma (ov). C, Scatterplot for GJA1
mRNA expression vs DNA methylation in a sample of different cancer types from TCGA. Pearson’s
correlation coefficient is given for each plot (r).

Together, these results suggest that in cancer, GJAT gene expression is negatively
associated with methylation changes in both the proximal promoter and at the margin of a region
located in the first part of the intron while it is positively associated with methylation on the
second exon. However, given the restricted number of CpG covered by the HM450 assay, it is

not impossible that other regions might also be associated with GJA1 expression.

3.4 The GJA1 intron contains a conserved region of CpG that is largely
unmethylated in cancer

Since regulation of gene expression by methylation often occurs at CpG islands (CGls) located
in the promoter region, we asked whether CGlIs could be found around the GJAT gene.
According to the UCSC criteria, the closest CGI observed in the vicinity of the GJA7 gene was
located in the promoter region of the neighbor gene TBC1D32 (previously known as C6orf170),
approximately 100 kb upstream of GJA71 and on the opposite DNA strand. On the same strand,
the closest CGI was located on neighbor gene HSF2, nearly 1 Mb downstream of GJA1 (Figure
4A).

Several studies have shown that a substantial number of the UCSC computationally
predicted CGls are consistently methylated (false positive) while some hypomethylated CpG rich
sequences are not recognized as CGl (false negative) (Mendizabal et al., 2016). So we further
investigated GC content. Our analysis showed that a regional peak of relatively high GC content
(although lower than the 50% UCSC threshold) was observed in the intron (Figure 4B), and that
it was broadly unmethylated (Figure 5A).
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Figure 4. GJA1 has no computationally derived CGls but harbors a region of evolutionary
conserved CpG

A, CGls are indicated on the bottom track for the genomic region around the GJA7 gene and were
highlighted throughout the tracks. B, a) On the GJA1 gene (isoform uc0003pyr.3), yellow indicates exons
while the larger part indicates the region coding for the GJA1 protein. b) The HM450 methylation assay
probes location, c) the ENCODE DNase hypersensitivity clusters (the darkness indicated the extent of the
hypersensitivity region), d) the number of cell lines (out of 125) for which the DNase sensitivity region was
identified. The DHS with more than 80 cell lines harboring this DHS and an extend score of over 600 were
highlighted in red. e) The evolutionary conserved CpG. f) The percentage of Cytosine and Guanine base
is given for a window of 5 bp for the genomic region surrounding the GJA7 gene. All data are for the
human genome assembly GRCh37/hg19.

Moreover, the intronic region is identified as a CGl that harbors hypodeamination (Figure
4B, track “evoCpG”), suggesting that continuous undermethylation of this region is responsible

for its conservation through primate evolution.
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Together, these results show that although no computationally predicted CGls were
present in the close vicinity of GJA1, an intronic region of evolutionary conserved CpG sites

could be involved in tissue or cell type specific regulation of GJAT.

3.5 Three regions on the GJA17 gene are identified as DNase | hypersensitivity
sites

To further investigate putative regulatory DNA regions of the GJA7 gene, we checked chromatin
accessibility. DNA sites hypersensitive to DNase | digestion (DHSs) are considered to be highly
accessible for binding by regulatory proteins. In accordance, they have a positive correlation
with active histone marks whereas the correlation is negative for repressive histone marks. They
can identify several classes of regulatory elements, including promoters, silencers, enhancers
and insulators, as well as cis-regulatory elements (Madrigal et al., 2012, Mercer et al., 2013,

Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015, Thurman et al., 2012).

DNase | Hypersensitivity Clusters were derived from 125 cell types by the ENCODE
project (Thurman et al., 2012). ENCODE data showed that GJA7 has three prominent sites of
DNase sensitivity (Figure 4B). The first is located around the TSS (-119 to +110 bp from TSS)
and was present in 89 out of 125 cell types investigated, consistent with a proximal promoter
(Figure 4B). It overlaps with DHSs previously reported in human myometrial cells (Echetebu et
al., 1999). The second DNase sensitivity site is located downstream of the first exon into the
intron and was observed in 101 cell types (+1336 to +3090 bp; Figure 4B). A third region with a
lower sensitivity was located distally upstream from the TSS (-5084 to -4830 bp) and was
present in 94 cell types (Figure 4B). Several other sites were present in a lower number of cell
lines and had a lower sensitivity. These observations point to three DNA regions potentially

important for GJA1 regulation including the intronic evolutionary conserved CpG rich region.

3.6 GJAT1 is expressed at the highest level in the basal cells of the breast

To better understand GJA17 regulation, we sought to investigate expression and epigenetic
profiles of individual breast cell types. CEEHRC data for RNA-Sequencing showed that GJA1
MRNA levels were high in basal and stromal cells, but low in progenitor and mature luminal cells
(Figure 5). Results showed that the two canonical exons usually considered to form the main

isoform of GJA7 were transcribed in normal tissues (Figure 5A). These results are consistent
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with our current understanding of GJA7 expression and distribution in normal mammary glands,

but also confirm that luminal cells express no GJA17 or at least very low levels.

3.7 A region of hypomethylation is observed in the intron of GJA7 in normal
breast

Since we previously demonstrated that GJA7 expression is negatively correlated with
methylation in breast cancer (Figure 2), we asked whether this observation also holds true in
normal tissues. WGBS methylation data showed that, similar to breast cancer and normal
adjacent tissue data from TCGA, a region of low methylation was observed in the intron in all
normal breast cell types investigated by CEEHRC (Figure 5A). Conversely, a high methylation

level was observed at the coding region, consistent with TCGA BRCA data.

The variability of the methylation level between cell types was the highest at the intronic DHSs,
especially at the margin of this region. Unfortunately, these variable regions were not targeted
by the HM450 assay used in the TCGA project. Therefore, the evidences that could allow to
check the importance of these sites in GJAT regulation are limited to the CEEHRC data. In the
luminal cells, although the overall level of methylation of the intronic DHS was low, it harbored
the highest level compared to other cell types while basal cells had the lowest level (Figure 5A).
Other CpG located outside the intronic DHS also showed a high variability between cell types

(Figure 5A, track “Range”).

We then compared the methylation level at the CpG sites precisely targeted by the two
HM450 probes that had the highest negative correlation with GJA1 expression in unstratified
breast cancer (probe 3 and 4, Figure 2A). A high level of methylation was observed in luminal
cells while methylation was low in basal cells (Figure 5B). Probe 3 followed an inverse
correlation with expression while it was not the case for Probe 4 (Figure 5B,C). No variation of
the methylation was observed at the distal DHS (~-5000). These data are consistent with an
association between GJA17 expression and methylation at two DNase sensitivity sites at the

proximal promoter and in the intron.
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Figure 5. GJAT methylation covaries with its expression in breast normal cell types

A, From top to bottom: the ENCODE DNase hypersensitivity clusters (extend of the hypersensitivity
region), RNA-Seq, WGBS data for individual human breast cell types (fractional call), HM450 methylation
assay probes location and range of methylation across the four breast cell types, indicated for the CpGs
with a range > 50. B, Close up on WGBS data at the location of the GJA1 gene targeted by HM450 probe
3. C, Scatterplot showing expression vs methylation (determined by WGBS at the location of HM450
probe 3 and 4) of the GJA7T gene for individual breast cell types; RNA-Seq and WGBS data from
CEEHRC. All data are for the human genome assembly GRCh37/hg19.

3.8 Histone modifications support the importance of an intronic promoter in the
regulation of the GJA7 gene

To gain insights on epigenetic factors, other than methylation, which could contribute to the
regulation of GJAT expression, we then investigated the profile of six histone modifications in
various normal breast cell types. H3K4me1 is associated with large 5’ regions of actively
transcribed genes. It has been associated with enhancer elements but is also present at
promoters (Calo et al., 2013). In CEEHRC data, basal cells harbored the highest level of
H3K4me1 at the GJAT promoter, along the 3’ part of the intron and at the coding region, while
the luminal cells had a contrasting high level along the intronic DHS (Figure 6; Input chromatin is

presented in Supplementary Figure 5.).

Across the genome, the vast majority of TSS has been found as being marked by
H3K4me3, which is now considered a predominant feature of active promoters (Bernstein et al.,
2006, Voigt et al., 2013). CEEHRC data showed a high level of H3K4me3 along the GJAT
intronic DNase sensitivity site in all cell types, especially when compared with the surrounding
DNA regions (Figure 6). The highest levels was observed in basal cells, but also in stromal cells,
while mature luminal cells had the lowest level (Figure 6). Previous observations showed that
H3K4me3 tend to be localized immediately downstream of the TSS with most peaks observed
within the first +500 bp downstream, with a DNase hypersensitivity sites usually located
immediately upstream (Barski et al., 2007, Thurman et al., 2012). However, contrary to these
observations, H3K4me3 marks associated with GJA1 were found downstream, starting around
+850 bp from the TSS.

The presence of H3K27ac is usually associated with increased activation of enhancer
and promoter regions (Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015). Results showed that in
the different breast cell types, H3K27ac marks were consistent with promoter activation both at
the proximal promoter and at the intronic putative regulatory element with the lowest level in
luminal cells, followed by luminal progenitor cells and stromal cells with the highest level in basal

cells (Figure 6).
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H3K27me3 was previously shown to negatively correlate with the level of transcription in
genes differentially expressed in breast cell types (Pellacani et al., 2016). Consistent with the
expression of GJA7T observed in breast cells, the highest level of H3K27me3 was observed in
luminal cells all along the gene while the lowest level of H3K27me3 was observed in basal cells
(Figure 6). Stromal and progenitor cells had intermediate levels at both the proximal and the
intronic regulatory DNA elements (Figure 6). Interestingly, high levels of H3K27me3 were
observed in the gene body as it has been reported for genes with promoters with low CpG

content (The Encode Project Consortium, 2012).

H3K36me3 marks are the strongest at DNA sites after the TSS, usually in genes
associated with regions of active transcription (Barski et al., 2007, Roadmap Epigenomics
Consortium et al., 2015). Our results showed that the highest level of H3K36me3 was observed
in basal cells and the lowest in luminal cells and the marks were mostly at the 3’ part of the

intron and along the second exon (Figure 6).

Although H3K9me3 has been implicated in heterochromatin formation and repressed
chromatin sate (Pellacani et al., 2016, Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015), it has
also been reported along the transcribed regions of active genes (Vakoc et al., 2006). Similar
levels of H3K9me3 were observed between breast cell types, even though basal cells harbor

slightly higher marks along the intron and at the second exon (Figure 6).

Finally, our results show that progenitor cells harbor intermediate levels of activating
H3K4me3 and H3K27ac, as well as of the inactivating H3K27me3, especially at the putative
intronic promoter, which is consistent with GJA7 expression level in these cells (Figure 6).
However, for all cell types, no histone marks, neither activating nor repressive, were observed

directly at the DHS located at the distal region of the GJA1 promoter (~-5000).

Together, the profiles for six histone marks support both a regulation of GJA7 expression
by histones modifications as well as the existence of a proximal promoter and of an intronic

regulatory element located in the intron of GJAT.
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Figure 6. Histone modification profiles identify a putative intronic regulatory element for GJA7T in
breast normal cell types

From top to bottom: HM450 methylation assay probes location, the ENCODE DNase hypersensitivity
clusters (extend of the hypersensitivity region), ChiP-Seq data for individual histone marks for each breast
cell type. All histone ChIP-Seq data from CEEHRC. All data are for the human genome assembly
GRCh37/hg19.

3.9 Transcription factors bind to the proximal and the putative intronic promoter

To further analyze the mechanisms of transcription regulation for GJA7, we then investigated
ENCODE data for transcription factors precipitated with chromatin followed by ChIP-Seq. Our
results showed that the distal, proximal and intronic DHSs were occupied with numerous
transcription factors and transcriptional machinery, thus extending the repertoire of transcription
factors known to bind GJA7 and potentially regulate its expression (Figure 7A, Supplementary

Figure 6).

Interestingly, TBP (TATA-Box Binding Protein) and TAF1 (TATA-Box Binding Protein
Associated Factor 1) could be found with high score at a TATA box motif (TTTTAAAA) located at
19 bp downstream from the TSS (hg19 RefSeq/UCSC gene) (Figure 7A). Our data show binding
of several proteins composing the AP-1 complex that share highly similar binding motifs found
on GJAT1 proximal promoter (JUN, FOS, FOSL2, ATF2) (Figure 7). In addition, TCF12 was found
at the intronic regulatory element, consistent with a regulation of GJA7 by the WNT pathway
(Oyamada et al., 2013) (Figure 7). Similarly, the binding of FOXA1 is in accordance with GJA1
known responsiveness to steroid hormones, including estrogen receptor alpha (Ren et al., 2013,
Tsai et al., 2018, Yu et al., 1994).

Finally, a previous report indicated activation of Gja? by c-Myc binding to a motif
(AGTTCAATCA) found at the 3’ part of the first exon in mice (Carystinos et al., 2003). Although
this motif is conserved in human, our results do not show binding of MYC but rather point to
binding in the intronic regulatory element suggesting that the proto-oncogene MYC can also
control GJA7 in human (Figure 7A, Supplementary Figure 6). Although the distal DHS was not
associated with histone modifications, transcriptional activators (FOXA1, FOXA2, STATS3,
TEAD4), with FOXA1 correlating with ER binding to DNA, were found at this sites. Interestingly,
CTCF has also been involved in insulator activity and in upstream negative regulation of FOXA1
chromatin binding (Hurtado et al., 2011). Together, these results support that a proximal
promoter, a distal regulatory element and an intronic region are important for the regulation of

the transcription of the GJAT gene.
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Figure 6. Transcription factors binding and chromatin state segmentation analysis support an
intronic promoter or enhancer in GJA1

A, Binding sites of 161 transcription factors were determined by ChlIP-Seq for 125 cell lines by the
ENCODE project. The color indicates the factor type as in the legend. Opacity is proportional to the
aggregated score associated with the factor's binding (<1000). The view is restricted to the proximal
promoter and the putative intronic regulatory element of GJA71 (isoform uc0003pyr.3). TATA box motifs
(TTTTAAAA) as well as SP1, AP-1 and c-Myc binding sites are also indicated. B, Chromatin state
segmentation and gene expression (RNA-Seq) at the GJA7T gene for eight cell types. All data are from the
ENCODE project and for the human genome assembly GRCh37/hg19.

3.10 The proximal and an intronic promoters are not restricted to breast cells

To investigate if the putative functional elements identified so far in breast cells were also
present in other cell types, we used ENCODE Chromatin state segmentation by Hidden Markov
Models (ChromHMM) in conjunction with GJA1 RNA-Seq data. ChromHMM annotates DNA with
functional states across the genome. A model showing fifteen different states was selected and
identified repressed, poised, and active promoters, strong and weak enhancers, putative

insulators, transcribed regions as well as large scale repressed and inactive domains.

RNA-Seq data first showed that HepG2, GM12878 and K562 cell lines did not express
GJA1 while HSMM, NHEK, NHLF, HUVEC and H1-hESC cells lines did, at varying degrees
(Figure 7B). Interestingly, the chromatin segmentation state was coherent with these expression

patterns (Figure 7B).

DNA elements annotated as promoters are usually found near TSS and are enriched for
H3K4me3 sites and open chromatin as well as for transcription factors known to act close to
promoter and polymerases Polll and Pollll (Bernstein et al., 2006, The Encode Project
Consortium, 2012, Voigt et al, 2013). Along the GJA71 sequence, the promoter marks
encompassed the proximal DNase sensitivity site in all cell lines expressing GJA1, although it
was marked as weak in HSMM and NHLF cells (Figure 7). The intronic promoter was marked as
repressed in HepG2 cells, a state which is associated with low RNA expression and the
H3K27me3 polycomb mark and can also harbor repressor protein like REST. In GM12878 cells,
not expressing GJA1, the intronic promoter was marked as poised, a state associated with a low
expression (Figure 7). The intronic promoter also showed as a weak enhancer in K562 cells, a
state characterized by a higher expression of H3K4me1 (Figure 7). In opposite, the intronic
putative promoter was identified as active in all cell lines where GJA1 expression was observed
(The Encode Project Consortium, 2012). The distal DHS was only marked in H1-hESC and

HepG2 cells, and as a weak enhancer (Figure 7). In other cell lines it was marked as in insulator
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element, a state usually associated with the presence of the multifunctional protein CTCF that

can also recruit the cohesion complex (Ernst et al., 2011, Hansen et al., 2017).

To further confirm these results, we also investigated chromatin segmentation in 127 cell
types of the Roadmap Epigenomics project. ChromHMM also showed that the proximal and the
intronic region of GJA71 gene are consistently identified as active promoters (Supplementary
figure 7). In accordance, this region was identified as active in breast myoepithelial cells
expressing GJA1, but was not activated in blood cells, consistent with the absence of GJAT in

these cell types that do not form cell-cell junctions (Supplementary figure 7).

Together these results are consistent with our observations made in breast cell types and
further support the functional role of three regulatory elements located at the proximal and distal

promoters and within the intron of GJAT1.

4. DISCUSSION

The aim of this study was to better understand GJA17 regulation in normal tissue and in breast
cancer using publicly available epigenomic data. To our knowledge, this study is the first
comprehensive report on methylation and histone modification data spanning a large region

upstream of the TSS and the GJA1 gene body, including the intron.

4.1 GJA1 methylation is negatively associated with expression

Using TCGA lllumina HM450 array data from normal and cancer tissues, we report an important
dysregulation of GJA1 methylation in breast cancer. Methylation levels show a wider distribution
in tumor than in normal adjacent tissue in a breast cancer subtype-specific manner. Overall,
methylation tends to be decreased in cancer at CpG sites showing a high methylation in normal
tissue while it tends to be increased in those that are non-methylated in normal tissue. Several
studies have shown the site at -125 bp, relative to our UCSC TSS, to be essential to GJAT
expression (De Leon et al.,, 1994, Echetebu et al., 1999). We found that methylation in the
region of this proximal promoter, and in particular at a specific CpG upstream of the TSS which
is targeted by one of the HM450 probes (probe 3: cg23699648 at -185 pb), is negatively
associated with expression in breast cancer as well as in many other cancers types. In breast
cancer, the strongest association was demonstrated in luminal tumors and was also subtype-

dependent. This is in line with previous reports that an important part of the correlation between
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methylation at HM450 probes and expression is found upstream of the TSS (Fleischer et al.,
2014). Moreover, methylation at this probe was found to follow copy number of the gene across
breast cancer subtypes. This result raises the question whether methylation could be used as a
feedback mechanism allowing the control of expression in the occurrence of an altered number

of copies of the gene.

We found that methylation of other CpG targeted by the HM450 array varies with GJA1
expression but the extent of this association depends on subtypes. For instance, in Her2e
tumors, the strongest association was found at intronic CpG instead of those located at the
proximal promoter. This pattern was also observed in some other cancer types. In the intron, the
association between methylation and expression was more pronounced at the margin of the
region targeted by the HM450 probes. In sharp contrast, methylation around the second exon
was generally positively associated with GJA7 expression in most cancer types, in line with
previous reports showing an enrichment of positive correlations at gene bodies and 3° UTR
(Fleischer et al., 2014).

It must be kept in mind that high throughput data derived from tumor samples are
heterogeneous and this association could also reflect different proportions in cell types within
samples, for instance the tumoral/stromal content. Nevertheless, even if it reflects cell type
composition of the sample, the strong association between GJA7 methylation and expression

suggest that epigenetic mechanisms play a role in GJA1 regulation.

4.2 Epigenomic data derived from normal and cancer samples identify a proximal
and a distal regulatory elements as well as a new putative intronic promoter

A low methylation is often observed in the promoter regions usually located upstream of the TSS
(Saxonov et al., 2006). While data for normal and cancer samples suggest an association
between expression and methylation at the proximal promoter region, they unexpectedly
revealed an unmethylated region in the intron of GJA71 where methylation is also negatively
associated with expression. We further investigated this association and analyzed whether DNA

in these regions shows other characteristics associated with regulatory elements.

At least two studies reported that GJA71 did not harbor any CGls (Mitsuya et al., 2014,
Sirnes et al., 2011). However, a study reported four CGls within the intron of GJA7 but none in
the promoter region (Jinn et al., 2010) while another reported that GJA7 harbored a CGl in its 5’
region (Heller et al.,, 2008). Our analysis of the complete DNA sequence surrounding GJA1
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using UCSC data show that no computationally derived CGls were found neither at the proximal
promoter, the intronic region, nor in the close vicinity of GJA71. A previous study identified
regulation relevant CGls that they termed eCGIl (Mendizabal et al., 2016). Using windows of at
least 200 bp, they identified regions with high frequency of low methylation rate. Of these eCGl,
39.2% were regions not previously identified. Thus, they concluded that computational
approaches underperform at identifying tissue-specific CGls that show significantly lower GC
content and observed/expected CpG ratios than computational identified CGI. This is also
consistent with a previous study showing that only a minority of tissue-specific differentially
methylated regions identified using the HM450 assay occurs in UCSC computationally predicted
CGl (Slieker et al., 2013).

Accordingly, our results show that neither the proximal, nor the distal promoters of GJA1
harbor a CGI. However, at the putative intronic regulatory element, an intermediate level of GC
percentage, with a local high, was observed, although not reaching the 50% threshold usually
used to identify CGls.

Overall, the low occurrence of CpG dinucleotides across the genome has been mainly
attributed to the high mutability of methylated cytosines which spontaneously deaminate
(cytosine to thymine conversion), possibly due to inaccurate mismatch repair during replication
(Bird, 1980). In contrast, CpG sites consistently unmethylated are not prone to such mutability,
possibly explaining their highest conservation rate at promoters. However, another explanation
for CpG preservation from mutation relates to a selective pressure to keep intact these
potentially important regions for gene expression regulation. These two mechanisms would
however result in distinct evolutionary consequences on the DNA sequence. On one hand,
conservation by low methylation levels would only lead to a low occurrence of spontaneous
deamination while normal rate of non-deamination CpG losing substitution would be observed
(CG mutated to AG). On the other hand, a conservation of CpG by a selective pressure would
protect against the occurrence of both deamination and non-deamination loss of CpG (Cohen et
al., 2011). The results from Cohen et al. (2011) study showed that several distinct processes
contribute to CGI creation and maintenance. Interestingly, in genome wide investigations,
hypodeaminated CGls have been found close to TSS and were overwhelmingly marked by
H3K4me3 activating histone marks, suggesting regulatory functions (Cohen et al., 2011). Based
in these analysis, our investigation, presented in Figure 4B (track “evoCpG”) shows that the CpG
sites in the GJAT intronic region were conserved through evolution by a mechanism of low

methylation, supporting an important functional role for this unusual feature.
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We further investigated other characteristics associated with regulatory elements. We
found that the GJA71 gene harbor three DHSs. A distal element was located at -5084 to -4830
bp. Another DHS was found at the known proximal promoter in a region encompassing the first
exon and approximately 119 bp upstream the TSS (-119 to +110 bp from TSS). A third region
was identified in the intron, overlapping the hypomethylated region (+1336 to +3090 bp).

Interestingly, regions found at the margin of the intronic hypomethylated DNA segment
harbor variable levels of methylation. Unfortunaltely, no HM450 probes directly targeted these
variable CpGs, although those located close to these highly variable CpG had a relatively high
negative correlation with GJA7 expression in many cancer types. These regions harboring a
highly variable methylation across cell types might be important for cell differentiation and should
be investigated further. This is in line with previous observation that tissue-specific differentially
methylated regions are enriched at the margin of CGls where both the GC content and CpG
content is lower than in the surrounding region (Doi et al., 2009) and that methylation changes

occurring in cancer occur at these locations termed CGl shores (Irizarry et al., 2009).

Histone modifications also supported a functional role for the proximal, distal and intronic
DHSs. Genome wide profiles of H3K4me1 have led to consider it to broadly define windows of
opportunity for gene transcription within which transcription can occur. H3K4me1 has also been
shown to identify enhancers when present at higher levels than H3K4me3. It is thought that it
might mediate its downstream effect by acting as a docking platform for readers that recognize
histone modifications (Calo et al., 2013). H3K4me3 is also found at active enhancer, although at
lower levels than H3K4me1. A high ratio of H3K4me1 to H3K4me3 is currently thought to
differentiate enhancers from promoters (Calo et al., 2013). At the putative intronic regulatory
element of GJA7, a high level of H3K4me3 relative to H3K4me1 was found, supporting its
function as a promoter instead of an enhancer (Calo et al., 2013). The H3K27ac mark found at
this intronic DHS is also thought to distinguish active enhancer from those poised for activation

or disengaged (Calo et al., 2013).

It was first discovered in embryonic stem cells that the promoter of developmental genes
can combine both the activating H3K4me3 and the repressive H3K27me3. Such genes were
considered to be poised but allowed to be re-expressed quickly in the absence of appropriate
differentiation signal (Voigt et al., 2013). These domains, termed bivalent, have later been
observed in cell types of restricted potency and were suggested to represent a poised state
allowing a rapid transition to an activated state upon appropriate stimulation (Voigt et al., 2013).

In luminal cells, the frequency of bivalent domains was suggested to support an important role of
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this polycomb deposited mark in establishing luminal cell identity (Pellacani et al., 2016). These
bivalently marked promoters were previously defined as those where the intersection between
the H3K4me3 and H3K27me3 peaks covered at least 400 bp of the promoter (Pellacani et al.,
2016). Within the GJA1 gene, in luminal cells, H3K4me3 and H3K27me3 marks overlap for
approximately 1800 bp, satisfying the length criteria for a bivalent promoter and suggesting that
GJA1 expression might be relevant to breast cell development and differentiation, consistent
with a gradual shift in epigenetic marks and corresponding expression from basal to luminal

cells.

Interestingly, although luminal progenitor cells had a low GJAT expression similar to
luminal cells, they showed a lower methylation in this putative regulatory region similar to basal
cell that have a high expression, consistent with an intermediate phenotype transitioning
between basal and luminal cell. These observations raise the possibility that, if this region is
important for the regulation of GJA1 expression, other processes, like histone modifications or
transcription factor binding, might represent prominent contributing factors regulating GJA1

expression.

Our results also showed that the proximal, distal and intronic DHS were bound by factors
associated with transcription regulation and chromatin remodeling. These results are consistent
with a previous genome wide study showing that DHS closely matched transcription factor
occupancy of the DNA (Thurman et al., 2012) and with several studies showing GJA7 activation
by a portion of the transcription factors found at these sites. For instance, it has been observed
that DNA can be bound by the sequence specific SP7 transcription factor (at
GCCCCTCCTCCC) and by the AP-1 heterodimer (TGAGTCAGT) in human and mice at the
proximal promoter of GJA1 (Figure 7A, Supplementary Figure 6) and can contribute to GJA1
expression (Echetebu et al., 1999, Ghouili et al., 2017, Mitchell et al., 2005, Teunissen et al.,
2003). Thus, these results extend the repertoire of transcription factor known to bind GJA7 and
point to new factors that potentially regulate its expression, including GATA2, YY1, MAX and
TEADA4.

H3K27me3 has been associated with silencing by the polycomb repression complex
(Barski et al., 2007, Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015). In luminal cells, the intronic
DHS of GJA1 was shown to be marked by H3K27me3 and was also bound by polycomb
recruiting protein REST (Dietrich et al., 2012). Together with the binding of several other
transcription factors, these results suggest that transcriptional activators, as well as repressors,

control transcription through binding of this intronic region.
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The presence of certain activating (SP1, FOS, AFT2) and repressing (SIN3A and MXI1)
transcription factors, as well as RNA polymerase 2 (POLR2A), TATA box binding proteins
(TAF1, TAF7, TBP), chromatin remodeling factors (CHD1) and other DNA binding protein
(CTCF, SIN3AK20, RAD21) at both the proximal and the putative intronic promoters raises the
possibility that both sequences interact via DNA looping and cooperatively facilitate transcription.
It has been shown that RNA polymerase Il form complexes that engage in intragenic, extragenic
and intergenic DNA interactions. Of the total RNA Polymerase Il binding sites, 65% were
involved in distant interactions from which 5% formed interactions between promoters and
intragenic regions (Li et al., 2012). Together, DNase | hypersensitivity, a wide demethylation,
histone marks usually associated with promoters, as well as transcription factor binding suggest
that GJAT expression is controlled by a proximal promoter, a distal and an new intronic

promoter.

Several evidences support the existence of promoters or enhancers not located
immediately upstream of the TSS of genes, the region usually considered as the promoter. A
previous genome wide study even showed that only 5% of DHS were found within 2.5 kb of
TSS. Most (95%) were instead distributed evenly between intergenic and intronic regions and
were considered to be cell type selective (Thurman et al., 2012). It has been known for decades
that introns can increase transcription in plants when located within the 5’ transcribed regions
between the promoter and the coding sequence, but not when they are located outside the
intron or on the 3’ UTR (Callis et al., 1987, Mascarenhas et al., 1990). This phenomenon has
later been termed intron-mediated enhancement (IME) and was shown to require the adjacent
exon (Mascarenhas et al., 1990). Moreover, it has been shown to be conserved in eukaryotes
including in human, such as in the purine nucleoside phosphorylase (PNP) gene (Jonsson et al.,
1992). Although the mechanism responsible for the difference in expression is not yet fully
understood, some of the genes showing IME have been shown to have an intronic enhancer
(Gallegos et al., 2015, Gallegos et al., 2017). For instance, previous studies confirmed the
existence of an intronic enhancer in the /kzf1 gene by a selective deletion in this region in a GFP
construct (Yoshida et al., 2013). Studies using deletions also found that the Ubiquitin C (UBC)

promoter is located within the first exon (Bianchi et al., 2009).

Further experimentations are required to determine whether this putative intronic
regulatory element has relevance in GJAT transcription. Previous studies have used full-length
gene construct, with or without GPF markers, and targeted mutation or deletion of intronic

elements to demonstrate their importance for transcription (Callis et al., 1987, Mascarenhas et
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al., 1990). To show the importance of the intronic location of these elements for their proper
stimulation of expression, different constructs were elaborated. Either the original gene or genes
at other genomic locations, with the intronic sequences located inside or outside the transcribed
region were used (Callis et al.,, 1987, Mascarenhas et al., 1990). Such experiments could
provide new insight into the functions of GJA7 putative intronic regulatory element. Based on our
results, techniques allowing long-range chromatin interactions, including ChlA-PET could also
be useful to investigate the possibility of DNA sequence looping allowing interactions between

the proximal promoter and the intronic regulatory element.

4.3 GJA1 expression varies in normal cell types of the breast

CEEHRC RNA-Seq data from healthy donors allowed us to get a better view of GJAT
expression in healthy breast tissue with the strongest expression of GJAT mRNA seen in basal
cells, a strong expression in stromal cells and the weakest expression mature luminal cells
followed closely by luminal progenitors. These results might be useful for our understanding of
GJA1 dysregulation in breast cancer. Some authors suggested that during carcinogenesis,
some cell types might outnumber other cell types expressing different levels of connexins
(Leithe et al., 2006). Based on the possible luminal/progenitor origin suspected for most breast
cancers and on the apparent loss of myoepithelial cells in invasive lesions, GJA7 expression
should consequently be expected to be rare in breast cancer, not necessarily due to an
abnormal downregulation (Monaghan et al., 1996). Nevertheless, studies demonstrating low
expression of GJA7T at the mRNA and the protein level in luminal epithelial cancer cell lines or in
primary tumors typically compared them with cells cultures or whole epithelial tissue probably
containing myoepithelial cells (Laird et al., 1999, Lee et al., 1992). Still, recent studies compare
cancer tissue, derived likely from luminal/progenitor cells originally expressing low levels of
GJA1 to whole normal tissue containing GJA1 expressing myoepithelial cells and conclude that
GJA1 and GJIC is reduced in cancer (Lin et al., 2016). This leads to the main view that GJA1
and GJIC is abnormally reduced in breast cancer compared to normal breast tissue (Hirschi et
al., 1996, Naus et al., 2010). Our results further confirmed that luminal cells normally express
low levels of GJA1 and that experimental frames should be adjusted accordingly. The
expression of GJA1 in stromal cells also suggests that if the stromal expression of GJAT in
healthy tissues and breast cancer has so far received scant attention, we might have

underlooked an important aspect for the comprehension of the role of GJA7 in breast cancers.
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4.4 GJA1 epigenetics might be associated with breast differentiation

The vast majority of promoters across the genome (72%) has a high CpG content, is associated
with housekeeping genes expressed ubiquitously across tissues (Saxonov et al., 2006) and has
been described has being broad, TATA-less promoters (The Encode Project Consortium, 2012).
The remaining narrow promoters (28%) have lower levels of CpG, were associated with more
tissue-specific functions, were expressed in more restricted sets of tissues (Saxonov et al.,
2006), and contained TATA-box (Saxonov et al., 2006, The Encode Project Consortium, 2012).
The GJAT promoter, with a low CG content, did not reach the threshold for computationally
detection of CGls, but contains a TATA-box where we found TATA box binding proteins (TAF1,
TAF7, TBP). These results suggest that GJA1, similar to genes bearing similar caracteristics,

might show a tissue-specific methylation and be associated with tissue-specific functions.

In colon cancer, methylation changes through the genome have been shown to occur at
sites that vary during tissue differentiation (Irizarry et al., 2009). It was thus proposed that
epigenetic alterations affects tissue-specific differentiation and can be a predominant epigenetic
mechanism in cancer (Irizarry et al., 2009). In breast, luminal and myoepithelial cell types are
though to differentiate from a common progenitor or stem cell; consistently, distinct epigenomic
reprograming have been reported (Gascard et al., 2015). Chromatin features have also pointed
to a hierarchy of differentiation where luminal progenitors represent an epigenomic intermediate
between luminal and myoepithelial cells (Pellacani et al., 2016). Epigenomic profiles might
therefore support a role for GJA7T in cell type-specific rather than tissue-specific function, and
suggest that epigenomic dysregulation of its expression might affect breast tissue differentiation

in breast cancer.

4.5 Alternative transcription

Our results suggest that GJA7T expression might be regulated by a proximal, a distal and an
intronic promoter. The use of multiple promoters has been associated with alternative
transcription events during transcription (alternative first exons, mutually exclusive exons and
cassette exons)(Gascard et al., 2015, Slieker et al., 2013). It has been reported that
approximately half of tissue-specific differentially methylated regions (tDMRs) were associated

with alternative transcription events (Slieker et al., 2013).
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Our study investigated cell-type specific methylation and histone modifications and found
that GJAT epigenomic profile associates with the level of GJA71 expression and possibly
contributes to lineage determination. Having only two exons, GJA1 is usually considered to have
a single transcript isoform. Surprisingly, GJA1 has however been reported to be part of a short
list of genes that distinguished cell lines derived from normal and cancer tissues based on the
differential expression of its isoforms (Zhang et al., 2013b). Other members of this list were
CDH11, TCF4, WNT5B and NID1, shown to be coexpressed with GJA1 in Her2e breast tumors
Busby et. al., in preparation). The study, using Affymetrix exon arrays, reported two isoforms of
GJA1 (Zhang et al., 2013b).

In addition to the principal GJA1 isoform (uc003pyr.3), UCSC gene annotation currently
shows three other different transcripts (uc021zel.1, ucO11epb.1 and ucO11ebo.1). Further
investigations intersecting the epigenetic state with RNA transcript levels of the various isoforms
in cancer compared to the different breast cell lineages could provide further insights into GJA1

dysregulation in cancer.

4.6 Other concluding remarks

It is important to keep in mind that in this study, we restricted our analysis to cis-regulatory
elements located in the close vicinity of the GJA1 gene. The magnitude, timing and cell-
specificity of gene expression are regulated by a diversity of regulatory DNA elements including
promoters, enhancers, silencers and insulators (The ENCODE Project Consortium, 2011). In the
human genome, an important part of the regulatory elements driving cell type-specific gene
expression is located in enhancers which are thought to facilitate transcription by bringing
activating complexes to promoters and are modulated by both DNA methylation and histone
modifications (Boogerd et al., 2011). Long-range communication between enhancer and
promoter can occurs either by chromosomal looping of the DNA sequence or by tracking along it
(Calo et al, 2013). Long-range interactions involving intra- or even inter-chromosome
interactions can also be involved in cell type specific gene regulation. This kind of analysis could

be part of future investigations.

It should also be noted that genomic, epigenomic and gene expression data used in this
study do not allow inferring the functional status of GJA7. To assume its intercellular
communication function, gap junctions must be appropriately assembled, inserted at the cell

membrane and allowed to open properly. Despite an incomplete portrait in this respect, our
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results are consistent with the main view that methylation and histone modifications represent
important epigenetic regulators of gene expression and support an epigenetic regulation of

GJA1 in normal tissues, in breast cancer and also in many other cancer types.

ABBREVIATIONS

AA: anacardic acid

bp: Base pair

BRCA: Breast Invasive Carcinoma

CEEHRC : Canadian Epigenetics, Environment and Health Research Consortium
CGl: CpG island

ChIP-Seq: Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing
ChromHMM: Chromatin state segmentation by Hidden Markov Models
CpG: Cytosine followed by a guanine on the same DNA strand
Cs: Cytosines

DHS: DNase | hypersensitivity site

DMR: Differentially methylated region

ENCODE: The Encyclopedia of DNA elements project

Gs: Guanine

HAT: Histone acetyltransferases

HDAC: Histone deacetylase

HM450: HM450 lllumina BeadChip methylation assay

RKPM: reads per kilobase per million mapped reads

RNA-Seq: RNA Sequencing

TCGA: The Cancer Genome Atlas

tDMRs: Tissue-specific differentially methylated regions

TF: Transcription factor

TFBS: Transcription factor binding sites

TSA: Trichostatin A

TSS: Transcription start site

UTR : Untranslated region

WGBS: Whole-genome bisulfite sequencing
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1. Methylation of GJA7 at most probe location is significantly altered in
breast cancer compared to normal tissues
Kruskall-Wallis test p value is given for each probe. Dunn test's p value: * < 0.025; ** < 0.005; *** <
0.0005; Data from the TCGA BRCA dataset.
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Supplementary Figure 2. GJA1 Expression and methylation vary at different HM450 probes in

breast cancer
Scatter plot showing the expression of GJA7 against the methylation of each HM450 methylation probe
targeting GJA 1 given as the [3-value for each breast cancer subtype. Pearson’s correlation coefficient (r) is

given for each plot. Data from the TCGA BRCA dataset.
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Supplementary Figure 3. GJA1 expression and methylation vary at different HM450 probes in
breast cancer

Scatter plot showing the expression of GJA7 against the methylation of each HM450 methylation probe
targeting GJA 1 given as the [3-value for each breast cancer subtype. Pearson’s correlation coefficient (r) is
given for each plot. Data from the TCGA BRCA dataset.
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Supplementary Figure 4. GJA1 expression covaries with methylation in various cancer types
Scatter plot showing GJAT mRNA expression and the HM450 methylation assay probe targeting GJA1
that gave the highest negative correlation. Pearson’s correlation coefficient is given for each plot (r).
Results given for Adrenocortical carcinoma (acc), Cervical squamous cell carcinoma and endocervical
adenocarcinoma (cesc), Cholangiocarcinoma (chol), Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma
(dibc), Esophageal carcinoma (esca), Glioblastoma multiforme (gbm), Head and Neck squamous cell
carcinoma (hnsc), Kidney Chromophobe (kich), Kidney renal clear cell carcinoma (kirc), Kidney renal
papillary cell carcinoma (kirp), Acute Myeloid Leukemia (laml), Liver hepatocellular carcinoma (lihc), Brain
Lower Grade Glioma (Igg), Lung adenocarcinoma (luad), Mesothelioma (meso), Pheochromocytoma and
Paraganglioma (pcpg), Skin Cutaneous Melanoma (skcm), Stomach adenocarcinoma (stad), Testicular
Germ Cell Tumors (tgct), Thyroid carcinoma (thca), Thymoma (thym), Uveal Melanoma (uvm). Pearson’s
correlation coefficient is given for each plot (r). Data from TCGA dataset.
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Supplementary Figure 5. ChIP-Seq input for the GJAT gene.
Data from CEEHRC for the human genome assembly GRCh37/hg19.
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Supplementary Figure 6. Transcription factors bind to an intronic promoter or enhancer in GJA1
Binding sites of 161 transcription factor were determined by ChIP-Seq for 125 cell lines by the ENCODE
project. The color indicates the factor type as in the legend. Opacity is proportional to the aggregated
score associated with the factor’s binding (<1000). View of the whole GJAT gene (isoform uc0003pyr.3).
TATA box motifs (TTTTAAAA) as well as SP1, AP-1 and c-Myc binding sites are also indicated. All data
are for the human genome assembly GRCh37/hg19.
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Supplementary Figure 7. Chromatin state segmentation analysis supports an intronic promoter or

enhancer in GJA1

Chromatin state segmentation data from 127 cell types form tissues or cell lines for the Roadmap
Epigenomics project. ZNF: Zinc Finger ; TSS: Transcription Start Site ; Enh: Enhancer. All data are for the
human genome assembly GRCh37/hg19.
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Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma (cesc)| -0,477 -0,378 -0,324 -0,368 -0,339 -0,35 -0,408 -0,384 -0,393 0,16 0,121 0,415 0,181 309
Adrenocortical carcinoma (acc)| 0,451 | 0,237 | -0132 | 0,176 | 005 | 012 | 0,193 | 0,072 | -0206 | 0284 | 0246 | 00351 | 0,0231 79
Thymoma (thym) | -0,448 | -0,406 | 00129 | 0069 | -0,0564 | -0,102 | 0,306 | -0,246 | -0,0616 | 0,129 | -0,185 | -0,0219 | -0.2 122
skin Cutaneous Melanoma (skem) | -0,342 | -0,351 | -0,257 || 0,327 | -0,326 | 032 | 0335 | -0,332 | -0439 | 0,0916 | 0,0616 | 0146 | 0,0335 42
Acute Myeloid Leukemia (laml)| 0,438 | -0,186 | -0,0966 | -0,0448 | -0,0747 | -0,146 | -0,147 | -0,162 | -0,68 | 0,049 | -0,0285 | 0,948 | 0,0576 170
Lung adenocarcinoma (luad)| 0,426 | -0,19 | -0261 || 0,192 | -0,233 || -0291 || 0,359 | -0,299 | -0324 | 023 | 0215 | 0345 | 00881 477
Mesothelioma (meso)| 0,423 | -0,214 | -0,177 | 0,185 | -0,361 | -0,0637 | -0,0182 | 0,19 | -0,208 | -0,0125 | -0,201 | -0,0886 | -0,268 87
Ovarian serous cystadenocarcinomafov)] NA | 0407 | NA | Na | Na | NA | Na | NA | NA | NA | Na | NA | NA 299
Head and Neck squamous cell carcinoma (hnsc)] -0,385 -0,047 -0,193 | -0,158 | -0,215 | -0,22 | -0,288 | -0,285 I -0,326 | -0,303 I -0,301 | 0,184 | -0,256 542
Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma (dibc)| -0,237 | 0,178 | 0,248 | 0,366 | 0,135 | -0,128 | -0381 | 0314 | 0,384 | 0,0263 | 0,059 | 0179 | 0131 48
Pancreatic adenocarcinoma (paad)| -0,172 | -0,14 | -0,309 | 0178 | 0,226 | 0311 | -0313 | -022 | -0,307 | 0373 [ 0399 | 0416 | 00866 183
Stomach adenocarcinoma (stad) | -0,114 | -0,0235 | -0,336 || -0,283 || 0,344 | -0,378 | -0374 | 0,373 | -0,378 | 0475 | 0477 | 0397 | 0265 372
Thyroid carcinoma (tha) | 0,378 | -0,0657 | -0,0869 | -0,0056 | -0,048 | -0,0051 | -0,085 | -0,0868 | -0,175 | -0,0261 | -0,0326 | 0,365 | -0,0139 563
Pheochromocytoma and Paraganglioma (pcpg) | 0,0893 | -0,0042 | -0,0355 | -0,0402 | 0,0487 | -0,0953 | -0,0628 | -0,143 | -0,0129 | 0454 | 048 | 0467 | 0528 187
Glioblastoma mul forme (gbm) | -0,254 | 00105 | 0,347 | 033 | -0302 | 0319 | -0,255 | -0255 | -025 | 0378 | 0389 | 0493 | 0517 65
Kidney Chromophobe (kich) | -0,0113 | -031 | 0,095 | -0,178 | -0,158 | -0,167 | -0,0371 | -0,111 | -0,0041 | 0,119 | 0,0335 | 0,0729 | -0,0618 66
Kidney renal clear cell carcinoma (kirc) || -0,244 | -0,0533 | -0,0006 | -0,0638 | -0,0105 | -0,0215 | 0,0213 | -0,0416 | -0,0864 | 0,107 | -0,0237 | -0112 | -014 343
Rectum adenocarcinoma (read)| -0,166 | -0,109 | -0,0352 | 00843 | 0123 | 0,124 | -018 | -00879 | -0118 | 0171 | 0192 | 0135 | 00068 95
Colon adenocarcinoma (coad)| 0,0673 | 0,108 | -o,o7os| 0,077 |~0,0998| 0,129 | 0,171 | 0,127 | -0,234 | 0,288 | 0276 | 0,221 | 0115 299
r p r ]
Bl - ***p<0.001 Bl os *** p<0.001
<-05 **p<0.01 >05 ** <001
<-04 *p<005 >04 *p<005
<-03 >03

Supplementary Table 1. GJAT methylation is correlated with gene expression in various cancers
Pearson's correlation between gene expression (RNA-Seq) and each HM450 probe targeting GJA1 were
performed by the MEXPRESS web platform for 32 cancer types from the TCGA project.
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8 DISCUSSION

8.1 La survie associée a I'’expression de GJA7 dépend du sous-type
de cancer du sein

Ce premier article a été préparé au début de projet. Il visait avant tout a rapporter I'expression
de GJAT en fonction des différents parameétres clinicopathologiques dans chacun des sous-
types moléculaires de cancers du sein. Plusieurs analyses similaires, évaluant cependant le
niveau protéique de GJA1, avaient déja été publiées. Toutefois, aucune étude n’avait utilisé les
résultats d’aussi larges cohortes au niveau de I'expression de TARNm et peu d’études avaient

stratifié les résultats en fonction des principaux sous-types moléculaires.

Nos résultats ont montré que I'expression de GJAT était en général associée avec un
meilleur pronostic dans les tumeurs non-stratifiées et dans les sous-types LUumA et LumB qui
sont les plus fréquents. Cependant, I'expression de GJA1 était associée avec un moins bon
pronostic dans les tumeurs Her2e (Article 1, Figure 7). Une explication possible pour ce role
divergent pourrait tenir au fait que le contexte moléculaire fourni par différents types de cellules
et/ou par différents sous-types de cancer du sein pourrait procurer un environnement différent,
permettant éventuellement a GJA1 d'assumer différentes fonctions et menant a des pronostics
différents. On pourrait émettre I'nypothése qu'un tel contexte peut fournir différents ensembles
de partenaires protéiques interagissant avec GJA71, et son expression pourrait méme étre
influencée par un ensemble différent de régulateurs transcriptionnels ou épigénétiques. Des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre le contexte qui permet a
GJA1 de supprimer ou de promouvoir la cancérogenése dans différents sous-types

intrinséques.

8.2 Le nombre de copies du géne GJAT pourrait influencer sa
méthylation

Nous avons montré que la dérégulation de GJAT au niveau de '’ARNm était relativement bien
corrélée avec I'expression protéique (Article 1, Figure 1) et que 'augmentation du nombre de
copies du géne n’était pas associée avec une augmentation de I'expression de 'ARNm (Article
1, Figure 3). Ces résultats suggérent que I'expression de 'ARNm est régulée étroitement,
découplant ainsi I'expression et le nombre de copies du geéne. Il est possible que I'expression

de GJAT soit contrblée, du moins en partie, par une rétroaction négative impliquant le niveau
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protéique de GJAT. Il a été suggéré précédemment que GJAT pouvait réguler négativement son
niveau protéique via une boucle impliquant la séquestration de R-caténine, potentiellement

impliquée dans la régulation de GJA7 (Rinaldi et al., 2014).

Nous avons également démontré que la méthylation de GJA1 s’élevait a mesure que le
nombre de copies du géne augmentait (Article 3, Figure 2) et que la méthylation était associée
avec une diminution de I'expression de TARNm de GJAT1. Il est donc possible que I'expression
de GJAT soit régulée par la méthylation, qui serait en retour influencée par le niveau protéique
de GJAT.

De nouvelles expérimentations pourraient permettre de déterminer si le nombre de
copies du géne de GJAT peut influencer I'expression de ’ARNm et la méthylation de GJA1T via

une boucle de rétroaction dépendante du niveau protéique de GJAT.

8.3 L’expression de GJA1 est régulée par des facteurs épigénétiques
agissant sur un promoteur proximal ainsi qu’un nouveau
promoteur intronique

Notre projet a d’abord permis de démontrer que la méthylation du géne GJA17 était dérégulée
dans le cancer du sein. Nous avons également montré que I'expression de GJA1 variait avec la
méthylation de fagon dépendante au sous-type de cancer du sein. Dans le cancer du sein, mais
également dans d’autres types de cancer, une association négative est observée entre
I'expression et la méthylation du promoteur proximal, mais également entre la méthylation et
I'expression dans une région conservée et déméthylée de l'intron, suggérant la présence d’'un
elément d’ADN associé a la régulation. Cette région affiche également d’autres caractéristiques
habituellement associées avec des éléments régulateurs tels que la sensibilité a la digestion par
la DNase [, un profil de modification d’histones particulier et la liaison de facteurs associés a la
transcription et au remodelage de la chromatine. Les promoteurs proximal et intronique sont
observés non seulement dans les glandes mammaires, mais également dans de nombreux
autres tissus exprimant GJA7. Une étude plus approfondie devrait permettre de déterminer si le
promoteur intronique potentiel contribue effectivement a la régulation de I'expression de GJA1

(voir Annexe 1l pour les suites potentielles de ce projet).
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8.4 Notre nouvelle compréhension de I’expression de GJA1 dans les
types cellulaires mammaires normaux et dans le cancer remet en
question I'approche conceptuelle traditionnellement utilisée dans
I’étude du role de GJA7T dans le cancer du sein

L’ensemble de nos travaux porte un nouvel éclairage sur les approches utilisées pour mieux
disséquer le réle de GJA1 dans le cancer du sein ainsi que sur les données existantes

générées jusqu’a présent dans ce domaine.

8.4.1 L’expression de GJA1 varie en fonction du type cellulaire

Nos travaux ont permis de mieux comprendre la localisation de I'expression de GJAT dans les
tissus mammaires sains. Nos analyses des données de séquengage de 'ARN (RNA-Seq) du
CEEHRC ont démontré que la plus forte expression d'ARNm de GJA1 était observée dans les
cellules basales et les cellules stromales. L’expression la plus faible se trouvait dans les cellules

luminales suivi de prés par les cellules luminales progénitrices.

Nous avons également démontré que, dans les lignées cellulaires cancéreuses,
I'expression de GJA1T reflétait leur sous-type de cancer et sa ressemblance aux divers types de
cellules mammaires normales. Ainsi, les lignées cellulaires du cancer du sein de sous-type
luminal et Her2, les plus similaires aux cellules luminales (Visvader et al., 2014), présentaient
I'expression la plus faible de GJA1, alors que les lignées cellulaires de type basal, similaires aux
cellules progénitrices luminales, présentaient une expression légérement plus élevée.
L’expression de GJAT augmentait encore dans le sous-type faible en claudines, qui ressemble
le plus aux cellules souches mammaires (Prat et al., 2010), tandis que I'expression la plus
élevée a été observée dans les lignées cellulaires de phénotype mésenchymateux. Nos
résultats concordent d’ailleurs avec plusieurs études précédentes évaluant la GJIC. Par
exemple, dans les cellules luminales humaines normales dérivées de réductions mammaires et
maintenue en culture sans stimulus lactogéniques, la GJIC a été rapportée comme étant faible
alors qu'elle était élevée dans les cellules basales (Kao et al., 1995, Monaghan et al., 1996).
Des observations similaires ont été faites pour les cellules cancéreuses. Les lignées cellulaires
maintenant connues comme ayant un phénotype luminal (T47D, SKBR3, 734B) (Kao et al.,
2009) étaient de mauvaises communicatrices (Fentiman et al., 1979). La lignée cellulaire BT20,
qui exprime de faibles niveaux de GJAT et de génes mésenchymateux, était aussi de
mauvaises communicatrices (Fentiman et al.,, 1979). Celles avec un phénotype faible en

claudines, un phénotype fibroblastique (HS578T) (Prat et al., 2010) et une expression de
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niveaux élevées de GJA71 communiquaient efficacement, tandis que la lignée cellulaire
basale/faible en claudines (MDA-MB-231) présentait une capacité a la GJIC hétérogéne
(Fentiman et al., 1979).

Conformément aux niveaux d’expression de GJAT et de GJIC observés dans la glande
mammaire, il est probable que GJAT joue un rble important dans les cellules basales ou elle est
normalement exprimée. D’ailleurs une étude in vivo utilisant des souris mutantes pour GJAT a
suggéré que la réduction et la perte de fonction de GJAT favorisaient la propagation
métastatique aux poumons (Plante et al., 2011). Il est donc probable que dans les glandes
mammaires normales, GJAT contribue a l'intégrité¢ de la barriere basale, limitant ainsi la

propagation des cellules tumorales a 'ensemble de I'organisme.

L’expression de la GJAT et la GJIC sont donc trés variables d’'un type cellulaire a 'autre
dans le tissu mammaire. Il est donc primordial de choisir un modéle approprié dans les études

afin de refléter les niveaux observés dans les différentes cellules.

8.4.2 GJA1 et la GJIC ne sont potentiellement pas réduits dans le
cancer

Au vu de nos résultats sur I'expression cellule-spécifique de GJAT, il n'est plus aussi évident
que GJAT et la GJIC sont réduites dans le cancer du sein. L’ensemble de nos données suggeére
que si les cellules luminales et les cellules progénitrices luminales normales expriment GJA1 in
vivo, cette expression est trés faible. Certains auteurs ont suggéré que, pendant la
cancérogenese, certains types de cellules pourraient devenir plus nombreux que d'autres types
de cellules exprimant différents niveaux de connexines (Leithe et al., 2006). Dans le cancer du
sein, il est généralement admis que la majorité des tumeurs, constituée des sous-types LumA et
LumB, affiche des profils d’expression similaires aux cellules luminales relativement
différenciées qui n’expriment pas GJA7. Une perte apparente des cellules myoépithéliales est
en général observée dans les régions invasives. Il s’en suit que I'expression de GJA1 attendue
dans le cancer du sein devrait étre faible, non pas nécessairement a cause d'une régulation
négative anormale, mais simplement a cause d'une sous-représentation des cellules

myoépithéliales I'exprimant normalement (Monaghan et al., 1996).

Certaines études ont rapporté une faible expression de GJA7 au niveau de 'ARNm et de
la protéine ou une faible GJIC dans les lignées de cellules épithéliales cancéreuses ou dans les
tumeurs primaires. Ces études comparaient généralement des cellules cancéreuses, exprimant

peu GJA1, a des cultures épithéliales mammaires primaires normales ou des tissus épithéliaux

213



entiers normaux contenant probablement des cellules myoépithéliales (Jones et al., 2004,
Ronnov-Jessen et al., 1996), (Lin et al., 2016). Vu les niveaux plus faibles de GJAT dans les
cellules cancéreuses par rapport au tissu de référence, ces études soutiennent que les résultats
obtenus démontrent que la GJA7 est réduite pendant la progression cancéreuse (Laird et al.,
1999, Lee et al., 1992, Tomasetto et al., 1993). Ces résultats ont conduit a I'opinion répandue
que GJAT et la GJIC sont anormalement réduits dans le cancer du sein par rapport au tissu
mammaire normal (Hirschi et al., 1996, Naus et al., 2010), ce qui constitue potentiellement une
erreur puisque les conclusions n’ont pas été tirées a partir d'une comparaison adéquate avec
un tissus de référence similaire et ne sont donc pas bien appuyées par des démonstrations

adéquates.

8.4.3 GJA1, un suppresseur de tumeur dans les cellules basales?

Il semble qu’'un grand nombre d’évidences expérimentales supportant le réle de suppresseur de
tumeur de GJAT reposent sur la supposition, potentiellement erronée dans la plupart des cas,
que les cellules saines sujettes a la transformation exprimeraient initialement GJA1, et que cette
expression est diminuée dans le cancer. De cette perception ont découlé les modéles
expérimentaux ou le réle de GJAT est étudié dans les cellules tumorales elles-mémes. Par
exemple, suite a la modulation de I'expression de GJAT dans les cellules mammaires tumorales
(Hirschi et al., 1996, Li et al., 2008, Shao et al., 2005), il a été suggeéré que GJAT favoriserait un

phénotype plus normal, et interférerait avec la progression tumorale.

GJA1 peut étre exprimée dans les cellules tumorales. Il a également été suggéré qu’elle
pourrait potentiellement y jouer un rdle important et pourrait étre envisagée comme cible
thérapeutique. Il est cependant essentiel de garder a I'esprit que le réle fondamental de GJA1
dans le tissus normal et dans les stades précoces du cancer est plus susceptible d’étre lié au
maintien de la barriére basales qu’a une contribution a la communication au sein des cellules de
la couche luminale qui perdraient éventuellement cette capacité a communiquer. Il est possible
qu’une partie des résultats contradictoires publiés dans la littérature résultent d’ailleurs de cette

confusion.
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8.5 GJA1T est coexprimée avec des génes mésenchymateux associés
avec la progression du cancer, I'EMT, les fibroblastes, le
remodelage de la matrice extracellulaire et les cellules souches
mammaires

Contrairement a nos attentes, I'analyse des genes coexprimés avec GJAT a démontré que
I'expression de 'ARNm de GJAT est liée avec des génes mésenchymateux associés avec la
progression du cancer, 'EMT, les fibroblastes, le remodelage de la ECM et les cellules souches
mammaires. Ces observations étaient particuliérement évidentes dans les tumeurs Her2e, ou
GJA1 est associée avec un pronostic défavorable, mais une association similaire pouvait étre
observée dans d’autres types de cancer ainsi que dans les lignées cellulaires. Ces résultats
sont d’autant plus surprenants qu’il a été suggéré que les génes qui maintiennent une
expression cohérente sont « coupables par association » et peuvent partager des fonctions
biologiques. Ces geénes, formant des groupes appelés « modules de coexpression », pourraient
possiblement étre corégulés (Clarke et al., 2013). Nos résultats soulévent ainsi la possibilité que
I'ARNmM de GJA1 soit coexprimée avec un module des génes mésenchymateux potentiellement

contrdlés par un ensemble commun de régulateurs.

Ces résultats sont en porte-a-faux avec I'idée répandue selon laquelle GJA1 joue un rdle
de suppresseur de tumeur en contribuant a la différenciation des tissus et en empéchant I'EMT,
et suggérent méme qu'elle pourrait contribuer a la progression tumorales en étant associée une
dédifférenciation similaire a 'EMT. Cependant, il reste a déterminer si cette coexpression est
associée a des jonctions lacunaires fonctionnelles ou non. Comme la littérature le suggére, il
est possible que I'expression de GJA1 dans le cancer soit découplée de la capacité des cellules
a communiquer avec les cellules voisines via la GJIC. Par exemple, il a été démontré que TGF-
3 pouvait activer I'expression de GJA1T tout en diminuant le niveau de la protéine retrouvé aux
jonctions cellulaires (James et al., 2018). |l est donc raisonnable de supposer que malgré une
expression plus élevée de GJAT survenant avec I'expression de génes mésenchymateux, les
jonctions lacunaires pourraient étre altérées et assumer des fonctions « non-jonctionnelles » et
contribuer a la progression du cancer. Récemment, une étude a démontré que la surexpression
de GJA1 dans deux différentes lignées cellulaires de cancer du sein HER2-positives conduisait
a une capacité a proliférer, a migrer, a former des mammosphéres et a former des tumeurs
chez la souris qui divergeaient entre les deux lignées (Yeh et al, 2017). Lors de la
surexpression de GJA1, lorsque les canaux de jonctions lacunaires localisés a la membrane et

fonctionnels ne pouvaient pas étre formés, les caractéristiques tumorigénes des cellules
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cancéreuses étaient favorisées, alors qu’elles étaient réduites lorsque les plaques de jonctions

lacunaires permettaient aux cellules de communiquer (Yeh et al., 2017).

Plusieurs indications supportent une régulation dépendante du contexte ou GJAT
pourrait parfois participer a des cascades de signalisation impliquant plusieurs de ces génes
coexprimés avec GJAT dans le cancer. Par exemple, il a été démontré que GJAT régulait
positivement la voie de signalisation de TGF-R, impliquée dans 'EMT (Dai et al., 2007). GJA1
rivaliserait avec Smad2/3, des régulateurs transcriptionnels de TGF-R, pour se lier aux
microtubules. La présence de GJA1 induirait ainsi une migration de Smad vers le noyau (Dai et
al., 2007).

Le fait que le statut fonctionnel des jonctions lacunaires constituées de GJA1 est
rarement pris en compte pourrait donc expliquer de nombreux résultats apparemment
contradictoires publiés dans les études et portant sur le réle de GJA71 dans le cancer du sein
ainsi que dans d'autres cancers. Qu’'un lien fonctionnel (ex: expression contrOlée par des
mécanismes communs, interaction physique) existe ou pas entre GJAT et les génes associés a
'EMT, plusieurs hypothéses quant a la localisation de GJA7 dans le cancer du sein pourraient

expliquer ces observations.

8.5.1 La coexpression de GJAT1 avec les génes mésenchymateux
témoigne potentiellement de I’activation du stroma

Les génes coexprimés avec GJA1 sont associés au stroma dans la littérature

Les échantillons individuels de tumeurs mammaires sont trés hétérogénes, ayant une
composition variable en types de cellules. On pense que l'expression de génes associés a des
types de cellules spécifiques varie en fonction de I'abondance de ces cellules dans I'échantillon
(Doig et al., 2013, Yoshihara et al., 2013).

La signification biologique de cette liste de génes mésenchymateux est encore débattue,
mais des études antérieures ont rapporté des listes similaires a notre liste de génes coexprimée
avec GJAT dans le cancer et il a été suggéré qu’elle provenait du stroma. Par exemple,
I'analyse bioinformatique des 60 lignées de cellules cancéreuses du National Cancer Institute
(NCI60), dérivées de divers tissus et organes, a rapporté un groupe de géenes qui comprenait
plusieurs de nos génes dont GJAT1 (Ross et al, 2000). Ce groupe a été qualifié¢ de
« mésenchymateux » et était considéré comme jouant un réle dans les fonctions des cellules
stromales. Dans une étude séminale qui a établi la base de la classification moléculaire actuelle

pour le cancer du sein, il a été suggéré qu’'un groupe similaire de génes, incluant GJAT,
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refleterait la teneur en fibroblastes des échantillons tumoraux entiers (Perou et al., 2000).
D'autres études ont montré que des listes de génes similaires étaient exprimées de maniére
coordonnée dans plusieurs types de cancers survenant dans différents types de tissus
(Anastassiou et al., 2011, Segal et al., 2004). Un module similaire de génes mésenchymateux a
également été observé spécifiquement dans le cancer du sein (Wolf et al., 2014). Cependant,
conformément a la coexpression des génes mésenchymateux et de GJA7 spécifiquement dans
le sous-type Her2e, cette étude analysant les tumeurs non-stratifiées n'a pas indiqué que GJA1

était membre de ce module mésenchymateux (Wolf ef al., 2014).

Des profils d'expression de tumeurs du sein entieres ont d’ailleurs été utilisés pour
estimer le contenu de I'échantillon en différents types de cellules (Clarke et al., 2013, Yoshihara
et al., 2013). Des listes de génes similaires a notre liste, ou GJAT est parfois présente, y
compris le score stromal ESTIMATE, ont été utilisées pour évaluer le contenu stromal des
tumeurs (Doig et al., 2013, Yoshihara et al., 2013). Nous avons trouvé que ce score stromal
ESTIMATE était fortement corrélé avec notre métagéne mésenchymateux et qu’il était corrélé a

I'expression de GJA7T d'une maniére similaire.

L’ensemble de ces observations suggere que la coexpression de GJAT et des génes
mésenchymateux pourrait provenir d'une coexpression dans le stroma et que ces deux
indicateurs pourraient témoigner de la teneur stromale de la tumeur. Conformément au mauvais
pronostic associé avec GJAT dans les tumeurs Her2e, des études récentes ont montré qu'un
contenu stromal élevé était associé a un mauvais pronostic dans plusieurs types de cancers
incluant les cancers du poumon non a cellules petites (« non-small cell lung cancer ») (Zhang et
al., 2015), les carcinomes hépatocellulaires (Lv et al., 2015) et le cancer du col utérin précoce
(Liu et al., 2014). Fait intéressant, dans le cancer colorectal et du pancréas, ou les génes
mésenchymateux étaient fortement corrélés avec I'expression de GJA71, le ratio de
stroma/tumeur était également associé a un mauvais pronostic (Erkan et al., 2012, Mesker et
al., 2007). Dans le cancer du sein, une forte proportion de stroma a été associée a un mauvais
pronostic, en particulier dans les tumeurs triples négatives (de Kruijf et al., 2011, Moorman et
al.,, 2012) alors qu'au contraire, elle était associée a un bon pronostic dans les tumeurs
positives pour le récepteurs aux estrogénes (Downey et al., 2014) bien que ce sujet fasse
encore l'objet de débats (Downey et al., 2015, Mesker et al., 2015).
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La coexpression observée dans le stroma microdisséqué, suggeéere une activation

variable des fibroblastes

Le contenu en stroma est associé a un moins bon pronostic. De plus, la coexpression entre
GJA1, associée également a un moins bon pronostic, et les génes mésenchymateux semble
provenir du stroma. Cependant, nos résultats indiquent que cette signature mésenchymateuse
pourrait ne pas représenter seulement le contenu stromal total de la tumeur. En effet, méme
dans le compartiment stromal d'échantillons de cancer du sein microdisséqués, ou la variabilité
en terme de contenu stromal est éliminée, les niveaux de GJAT et des génes mésenchymateux
sont encore variables et une coexpression entre ces deux paramétres est toujours observée
(Article 2, Figure 8). Ces observations suggérent que GJAT et notre métagéne ne sont pas
simplement des indicateurs de la teneur stromale, mais témoignent également d'une certaine
modification au sein de ce stroma. Le compartiment stromal entourant les cellules cancéreuses
comprend des adipocytes, des fibroblastes, des cellules immunitaires et des cellules
endothéliales, chacune contribuant a I'expression génique totale avec son propre profil
caractéristique. Une liste de génes similaire a notre métagéne mésenchymateux a été décrite
comme étant fortement exprimée spécifiquement dans les fibroblastes primaires (Fredlund et
al., 2012). Conformément a cette idée, nos résultats ont montré que GJA17 et notre métagéne
mésenchymateux sont exprimés a des niveaux plus élevés dans les lignées cellulaires de

cancer du sein avec un phénotype fibroblastique (Article 2, Figure 6).

Le microenvironnement, y compris les fibroblastes, joue un réle important au cours de la
cancérogenése. Les cellules cancéreuses sont connues pour recruter différents types
cellulaires, y compris les fibroblastes résidents et les cellules souches mésenchymateuses
dérivées de moelle osseuse, et les activer en CAFs qui exprimeront alors le marqueur de
contractilité comme la a-SMA, et augmenteront leur production d'ECM et de facteurs solubles
comme le TGF- (Buchsbaum et al., 2016, Yu et al., 2014b). Plusieurs des génes connus pour
avoir une expression accrue dans les fibroblastes activés étaient coexprimés avec GJA7T dans
les tumeurs Her2e. Suite a I'activation du stroma réactif, les modifications induites par les CAFs,
et éventuellement le contact direct avec les cellules cancéreuses, créeront un
microenvironnement permissif qui favorisera la prolifération, la migration et [linvasion
(Buchsbaum et al., 2016, Yamaguchi et al., 2015), compatible avec un pronostic moins
favorable associé & une augmentation de GJA1 dans les tumeurs Her2e (Article 1, Figure 7).
Cependant, I'expression de GJA7 et de notre métagéne varient sans toutefois que les

marqueurs épithéliaux et luminaux ou la cellularité ne diminuent de fagon proportionnellement
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inverse. Ces résultats suggérent que la coexpression observée ne témoigne pas seulement
d’'une teneur stromale totale, qui réduirait de facon proportionnelle le contenu en cellules

tumorales, mais bien d’'un phénoméne prenant place dans le stroma.

Conformément a la contribution connue des fibroblastes a la production d'ECM et a la
progression du cancer, I'hypothése la plus évidente est donc la coexpression de GJA7 avec les
géenes ECM et mésenchymateux survient dans les fibroblastes activés d'un stroma réactif
(Figure 22A). L’expression variable pourrait témoigner de la proportion variable de ces
fibroblastes activés dans les échantillons ou de leur statut d'activation plus ou moins important,

indépendamment de la teneur totale en stroma.

Nos résultats (Article 1, Figure 2) ainsi que d’autres études suggérent que GJAT est le
moins exprimée dans les tumeurs positives pour Her2 (Fu et al., 2015, Park et al., 2010), tandis
que d’autres démontrent que la présence des CAFs est plus importante dans les tumeurs Her2"
et celles de grade élevé (Dabiri et al.,, 2013, Surowiak et al., 2006), supportant 'idée que
'expression de GJAT observée dans les tumeurs Her2e pourrait provenir du stroma. Des
évidences récentes suggérent d’ailleurs que GJAT pourrait jouer un role important dans
I'activation des fibroblastes dans le cceur (Asazuma-Nakamura et al., 2009, Cao et al., 2018,
Zhang et al., 2010), les poumons (Paw et al., 2017) et dans la fibrose induite par la morphine
(Wu et al., 2018) via la voie de TGF-3. De plus, au moins une étude a rapporté I'expression de

GJA1 dans les CAFs des tumeurs mammaires (Petersen et al., 2003).
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Figure 22. Représentation graphique de quatre hypothéses expliquant la coexpression de
GJA1 et des génes du mésenchyme

Les cellules violettes expriment a la fois GJA1 et les génes mésenchymateux et indiquent donc la source
potentielle de leur coexpression observée dans les profils d’expression des tumeurs entiéres. Dans
I'épithélium mammaire normal, GJA7 est surtout exprimée dans les cellules myoépithéliales, mais
également dans les fibroblastes. Dans le cancer, les cellules tumorales et stromales peuvent exprimer
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GJA1. Les cellules vertes indiquent les cellules tumorales. A, Au cours de la progression cancéreuse, les
cellules tumorales recrutent divers types cellulaires et les activent en CAFs coexprimant GJAT et les
genes mésenchymateux. La coexpression pourrait ainsi étre attribuable a une quantité variable de
fibroblastes activés ou ayant un degré variable d’activation. B, La transformation pourrait survenir dans
une cellule épithéliale, potentiellement une progénitrice luminale, n’exprimant pas GJA71. Cependant,
PEMT engendrerait des cellules de phénotype plus mésenchymateux qui, elles, expriment GJAT. La
coexpression entre GJA1T et les génes mésenchymateux serait alors attribuable a une teneur variable en
cellules ayant subi TEMT. C, La coexpression entre GJA71 et les génes mésenchymateux, également
associés aux cellules souches, serait attribuable a une teneur variable des échantillons en cellules ayant
un phénotype de cellule souche. La tumorigenése pourrait étre initi€ée dans une cellule souche exprimant
GJA1 et ayant proliféré. La capacité des cellules souches a se différencier en divers type cellulaires et a
s’autorenouveller contribuerait a générer des cellules de divers types tout en maintenant un petit
pourcentage de cellules souches ce qui engendre I'hétérogénéité intratumorale. La transformation
pourrait également étre initiée dans d’autres types cellulaires qui acquerraient éventuellement le
phénotype de cellules souches (non-illustré). D, Les cellules myoépithéliales normales expriment
fortement GJAT ainsi que plusieurs génes mésenchymateux. L’expression des génes mésenchymateux y
est augmentée dans le cancer. La coexpression émanerait alors de la quantité variable de cellules
myoépithéliales associées au cancer. Source : image originale de Mélanie Busby.

Le réle de GJA1 dans le stroma

L'expression stromale de GJA7 a recu peu d'attention jusqu'ici. Cependant, des études
suggérent qu'elle peut étre trouvée dans les CAFs des cancers du sein et qu'elle pourrait étre
associée a une prolifération accrue de cellules cancéreuses (Jamieson et al., 1998, Teleki et al.,
2014). Dans d'autres tissus, il a été démontré que GJAT contribue a I'activation des fibroblastes.
Par exemple, dans les fibroblastes cardiaques, il a été démontré qu'elle contribuait a la
différenciation cardiaque en myofibroblastes et a I'expression de I'a-SMA (Asazuma-Nakamura
et al., 2009). Il a également été démontré que des fibroblastes cutanés mutants pour GJA7
présentent une capacité de prolifération et de migration réduite par rapport aux fibroblastes
normaux (Churko et al., 2011). De plus, aprés stimulation avec le TGF-, ces fibroblastes
mutants exprimaient également des niveaux plus faibles de I'a-SMA, ce qui suggére que leur
capacité a se différencier en myofibroblaste était fortement altérée (Churko et al, 2011).
L’ensemble de nos résultats suggére que si I'expression stromale de GJAT dans les tissus
sains et le cancer du sein a jusqu'ici regu peu d'attention, elle pourrait jouer un rdle clé dans la
progression tumorale. Ainsi, un aspect important pour la compréhension du réle de GJA1 dans

le cancer du sein et d'autres cancers pourrait avoir été négligée.

8.5.2 Les cellules tumorales pourraient contribuer a la coexpression
de GJA1T avec les génes mésenchymateux

La coexpression de GJAT1 avec des génes mésenchymateux souléve plusieurs autres

possibilités quant a la contribution de GJA7 dans la progression du cancer. Une seconde
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possibilité expliquant cette coexpression pourrait se trouver dans les cellules tumorales qui

expriment de novo des génes mésenchymateux lorsqu’elles subissent 'EMT (Figure 22B).

Nos données indiquent que les cellules luminales et les cellules progénitrices normales
n’expriment que peu ou pas GJA17. Certaines évidences suggérent cependant que GJAT peut
étre activée lors de 'EMT. En utilisant la base de données MSigDB, nous avons trouvé que les
genes coexprimés avec GJAT dans les tumeurs Her2e étaient enrichis en génes faisant partie
de plusieurs signatures associées a 'EMT. D'autres études ont montré que GJAT et des listes
de génes similaires a notre métagéne étaient coexprimés dans les cellules tumorales lors de
leur transition de leur phénotype épithélial a un phénotype plus mésenchymateux (Anastassiou
et al., 2011, Casey et al., 2009, Fredlund et al., 2012, Naba et al., 2012, Triulzi et al., 2013). Le
niveau d'expression d'une liste de génes mésenchymateux similaire a aussi été suggéré
comme étant intrinséque aux cellules tumorales et indépendant du contenu stromal (Wolf et al.,
2014). Il a également été rapporté que GJAT pouvait étre augmentée apres l'induction de I'EMT
dans les cellules tumorales mammaires de la souris et de I'homme (Asiedu et al., 2011, James
et al., 2018, Tacheau et al., 2008). Cependant, étant donné la difficulté a démontrer que I'EMT
se produit réellement in vivo dans les cellules tumorales, il est possible que le nombre de ces
cellules tumorales subissant 'EMT soit relativement faible. Leur nombre pourrait ainsi n’étre pas
suffisamment élevé pour générer le signal EMT détecté dans les échantillons de tumeurs

entiéres et qui provient, comme démontré, principalement du compartiment stromal.

8.5.3 Les cellules souches cancéreuses pourraient contribuer a la
coexpression de GJAT avec les génes mésenchymateux

Une autre possibilité expliquant potentiellement la coexpression de GJA7T avec les génes
mésenchymateux est une expression conjointe dans les cellules souches cancéreuses (Figure
22C). Dans cette hypothése, la co-expression serait attribuable a une teneur variable des

échantillons en cellules ayant un phénotype de cellule souche.

GJA1 est exprimée dans les cellules souches mammaires

Nous avons mentionné précédemment que certaines évidences suggérent que GJAT pourrait
étre exprimée dans les cellules souches et contribuer a la pluripotence (voir GJA1 et les cellules
souches/progénitrices a la page 45). En ce qui a trait plus précisément aux glandes
mammaires, nos analyses (non-publiées) suggérent également une expression de GJA71 dans
les cellules souches mammaires. Par exemple, notre analyse des données de séquengage de

I’ARN des différents types cellulaires de la glande mammaire du projet Roadmap Epigenomics
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montre une expression de GJA1 au sein d’'une population enrichie en cellules possédant des
propriétés de cellules souches (CD73") (Figure 23).
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Figure 23. Profils d’expression de GJA71 dans les glandes mammaires par Roadmap
Epigenomics

Expression de GJA7 par RNA-Seq dans les cellules luminales (MUC1*, en rose), les cellules
myoépithéliales (CD10", en vert), les cellules souches (CD73", en jaune) et les fibroblastes (en violet).
Noter que la représentation de I'expression dans les cellules myoépithéliales, les cellules souches et les
fibroblastes indique un dépassement de l'intervalle utilisé pour la représentation graphique. Source :
adapté de UCSC Genome browser.

L’équipe de Stingl et al. (2006) a caractérisé I'expression génique de deux types
cellulaires murins ayant des propriétés de cellules souches et de cellules progénitrices. Le
premier type de cellules posséde la capacité de former un épithélium mammaire complet lors
des expériences de transplantation. Ces cellules Sca-1°“CD24™CD49f"%" ont été nommées «
mammary repopulating units » (MRUS) et il a été suggéré qu’elles représentaient des cellules
souches mammaires (Stingl et al., 2006). Le deuxiéme type de cellules, ayant la capacité de
former in vitro des colonies en absence de sérum dans des conditions prévenant 'adhésion, a
été nommé « Mammary colony-forming cells » (Ma-CFCs). Il a été suggéré que les Ma-CFCs
posseédaient des propriétés de cellules progénitrices. Conformément a notre analyses des
données de séquengage de 'ARN des projets Roadmap Epigenomics et CEEHR, les données
ainsi générées par Stingl suggérent que GJAT serait exprimée dans les cellules souches et les
cellules myoépithéliales, tandis que les cellules progénitrices auraient une expression beaucoup

plus faible (Figure 24).
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Figure 24. Profil d’expression de GJA1 dans les glandes mammaires par Stingl et al., (2006)

Expression de GJA1T par les différents types cellulaires des glandes mammaires humaines : les cellules
myoépithéliales (CD49f°“CD24""), les cellules formant des colonies (cellules progénitrices CD49°CD24™*
CFCs) et les cellules souches (Sca-1°"CD24™°CD49f"®") chez la souris (Mus musculus). Expression
selon la sonde 1437992 x_ at de la plateforme Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430A Array
(GPL339) tirée des données GDS2253 de Stingl et al. (2006). Source : NCBI Geoprofile.

Une autre étude a isolé diverses populations de cellules mammaires humaines en
utilisant les marqueurs CD49f et EpCAM (Lim et al., 2010). Les profils d’expression montraient
une forte expression de GJA1 dans la population enrichie en cellules souches (CD49f"EpCAM")
et dans les cellules stromales (CD49f EpCAM"), tandis que I'expression était beaucoup plus
faible dans les cellules luminales (CD49f EpCAM") et progénitrices (CD49F EpCAM™) (Figure
25). La signature associée aux cellules souches dans cette étude était d’ailleurs fortement

enrichie pour les génes coexprimés avec GJAT.

L’expression de GJA1 a été observée dans les cellules souches cancéreuses

En assumant que les cellules souches cancéreuses possédent des propriétés similaires aux
cellules souches normales, et puisque GJAT est exprimé dans les cellules souches normales, il
serait raisonnable de supposer que GJA1 pourrait étre exprimée dans les cellules souches

cancéreuses. Plusieurs évidences supportent d’ailleurs cette idée.
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Figure 25. Profil d’expression de GJA7 dans les glandes mammaires par Lim et al., (2009a)

Expression de GJA1 par les différents types cellulaires des glandes mammaires humaines : les cellules
luminales matures (CD49f EpCAM”), les cellules progénitrices luminales (CD49f'EpCAM’), le
compartiment enrichi en cellules souches mammaires (CD49fh'EpCAM_) et les cellules stromales (CD49f"
EpCAM"). Sources : Données selon la sonde ILMN_1727087 de la plateforme lllumina Human WG-6 v3.0
expression beadchip (GPL6884) tirée des données GSE16997 de Lim et al. (2009a).

Des lignées cellulaires de tumeurs mammaires humaines ont été modifiées
génétiqguement pour exprimer la protéine fluorescente verte (« Green fluorescent protein » ou
GFP) et OCT3/4 sous le contrdle du promoteur de OCT4, un marqueur de pluripotence. Ces
cellules exprimaient les plus hauts niveaux de GJA71 et de Cx26 conjointement avec SOX2 et
NANOG dans les cellules exprimant des niveaux élevés d'OCT4. Il a été démontré que ces
cellules OCT4"™" pouvaient établir la GJIC avec des cellules de moelle osseuse, étaient
hautement invasives lorsqu'elles étaient cultivées dans Matrigel et formaient des métastases
aux os suivant l'injection dans les veines de la souris BALB/C (Patel et al., 2012). Il a également
été démontré que les cellules souches cancéreuses communiquaient efficacement avec les

cellules souches mésenchymateuses via GJAT (Patel et al., 2014).

Il est généralement considéré que les cellules souches sont rares et ne représentent
gu’une faible proportion des cellules dans les tissus normaux et cancéreux (Mani et al., 2008).

Si celles-ci sont effectivement présentes en de faibles proportions, les cellules souches
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cancéreuses seraient ainsi peu susceptibles de contribuer dans une large mesure a la variation
de GJAT et des génes mésenchymateux observée dans le profil d'expression. Cependant,
certaines études ayant évalué la proportion de cellules souches dans différents types de cancer
ont rapporté que leur nombre pouvait étre trés variable en fonction du tissu, mais également
entre les différents patients affligés d’'un méme type de cancer (Gupta et al., 2009). Les
proportions pouvaient parfois atteindre 25% de cellules souches dans certaines tumeurs (Gupta
et al., 2009). Une quantité variable pouvant atteindre des proportions aussi importantes serait
alors susceptible de produire la coexpression observée dans nos résultats entre GJAT et les

geénes EMT dans les cellules souches cancéreuses.

Provenance des cellules souches cancéreuses

I N’a pas encore été déterminé si les cellules souches cancéreuses dérivaient de cellules
souches normales ayant subi une transformation cancéreuse ou si d’autres cellules plus
différenciées pouvaient acquérir des propriétés de cellules souches (voir Le role des cellules
souches et progénitrices dans le cancer du sein a la page 33). Cependant, il a été suggéré que
'EMT pouvait conférer des propriétés de cellules souches aux cellules tumorales, soulevant la
possibilité que les cellules souches soient engendrées par les cellules tumorales subissant une

dédifférenciation via 'EMT (voir EMT et cellules souches a la page 36).

Il a été démontré que I'induction de 'EMT par une exposition conjointe et prolongée au
TGF-B et au TNF-a dans les cellules de carcinomes mammaires dérivées de souris MMTV-Neu
augmentait la capacité a former des mammospheéres tout en augmentant GJA1 (Asiedu et al.,
2011). De plus, dans nos résultats, Slug était le facteur de transcription EMT le mieux corrélé
avec GJA17T dans les tumeurs du sein Her2 (Article 2, Figure 1C). Or, dans les cellules
mammaires, Slug est également le facteur de transcription associé a 'EMT exprimé le plus
fortement dans le compartiment basal enrichi en cellules souches (Guo et al., 2012, Lim et al.,
2009a). Les cellules primaire de I'épithélium mammaire murin CD49f"¢"CD61"* isolées a I'aide
d’'un trieur de cellules ont généré une population de cellules basales enrichie en cellules
souches qui surexprimaient fortement Slug, alors que d'autres facteurs de transcription EMT
tels que Twist1, Snail, Zeb1, Zeb2, FoxC2 et Goosecoid n'étaient pas aussi fortement
surexprimés. Il a également été rapporté que les cellules Slug-YFP-positive provenant d'une
souris Slug-YFP étaient également fortement enrichies en cellules souches tel qu'évalué par un
test de reconstitution de glande mammaire aprés injection dans le stroma adipeux mammaire,
démontrant ainsi que les cellules épithéliales mammaires qui expriment Slug ont une activité de

cellules souches (Guo et al., 2012). Aussi, la surexpression du facteur Slug dans les cellules
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épithéliales mammaires, et particulierement les cellules progénitrices, augmente
considérablement les propriétés associés aux cellules souches et leur capacité de reconstitution
des glandes mammaires aprés injection in vivo dans le stroma mammaire (Guo et al., 2012). |l
est ainsi possible que 'ARNm de GJA17 soit en fait exprimé dans les cellules tumorales

subissant TEMT et qui acquiérent un phénotype de cellules souche cancéreuse.

8.5.4 Les cellules myoépithéliales pourraient également contribuer a
la coexpression de GJA1 avec les génes mésenchymateux

Une quatriéme possibilité expliquant potentiellement la coexpression de GJAT avec les génes
mésenchymateux est une expression conjointe dans les cellules myoépithéliales (Figure 22D).
Plusieurs des génes mésenchymateux coexprimés avec GJAT dans le cancer sont également
exprimés par les cellules myoépithéliales, y compris les marqueurs de cellules musculaires
lisses comme a-SMA ainsi que ADAMTS5, CAV1, CCC8, COL1A1, COL1A2, COL3AT1,
COL5A2, COL6A3, DCN, DKK3, ETV1, ID3, JAG1, LUM, MYLK, MMP10, NRG1, PLAT,
POSTN, SPARC, SPON1, SULF1, TIMP3 (Grigoriadis et al., 2006, Jones et al., 2004).
Malheureusement, puisque les fibroblastes expriment également une grande portion de ces
genes, il est difficile de les distinguer des CAFs d’aprés leur profil d'expression (voir Le stroma

et le cancer du sein).

L’hypothése d’'une coexpression dans les cellules myoépithéliales souffre cependant de
plusieurs lacunes. D’une part, comme GJA17, les cellules myoépithéliales sont considérées
comme des suppresseurs de tumeurs. Ainsi, si ce sont les cellules myoépithéliales qui
contribuent au niveau d'ARNm de GJA7 dans les échantillons de tumeurs entiéres, ces tumeurs
devraient donc théoriquement étre associées a un meilleur pronostic. Au contraire, GJA1 est
associée a un pronostic moins favorable dans les tumeurs Her2e ou elle est le mieux corrélée
avec les génes mésenchymateux (Article 1, Figure 6). D’autre part, la présence des cellules
myoépithéliales est habituellement associée uniquement aux stades préinvasifs (Pandey et al.,
2010, Sopel, 2010). Quel que soit le processus conduisant a la perte des cellules
myoépithéliales pendant la progression tumorale, leur absence dans les stades invasifs des IDC

suggeére une contribution limitée aux profils d’expression de la plupart des tumeurs.

Toutefois, il a été souligné que pour assumer leur fonction de suppresseur de tumeur,
les cellules myoépithéliales nécessiteraient une différenciation compléte (Ingthorsson et al.,
2015). L'expression altérée des cellules myoépithéliales associées aux DCIS, incluant une

expression réduite de p63 (TP63) ou des cytokératines (CK14, CK17), supporterait alors l'idée
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que leur différenciation inadéquate pourrait inhiber leur réle de suppresseur de tumeur aux
stades précoces de la carcinogenése et pourrait méme contribuer a la progression (Allinen et
al., 2004, Polyak et al., 2005, Rohilla et al., 2015).

Ainsi, pour supporter I'’hypothése d’'une contribution des cellules myoépithéliales aux
profils d’expression des tumeurs invasives étudiées, deux conditions doivent étre remplies,
soient leur présence dans la tumeur, et une différenciation inadéquate qui expliquerait le moins
bon pronostic. La coexpression de GJA71 avec les génes exprimés par les cellules
myoépithéliales pourrait donc témoigner d'une expression commune dans des cellules
myoépithéliales altérées incapables de supprimer la tumorigenése ou pouvant méme favoriser
la néoplasie. En utilisant une analyse en série de I'expression des génes (« serial analysis of
gene expression »), il a été montré que lors de la comparaison de différents types de cellules,
les cellules myoépithéliales présentaient les changements transcriptionnels les plus
spectaculaires au cours de la carcinogenése. Ces changements se produisent t6t dans le
processus, puisqu’ils étaient apparents dans les DCIS (Allinen et al., 2004, Polyak et al., 2005).
Il a été démontré que plusieurs des génes coexprimés avec GJAT dans les tumeurs Her2e, y
compris BGN, COL1A1, COL3A1, COL6A2, COL14A1, CTSF, CTHRC1, CTSK, DCN, FBLN1,
FSTL1, IGFBP7, ITGAS5, LUM, MMP2, SERPING1, SFRP2, THBS2, TIMP3 et ZYX, étaient
régulés positivement dans les cellules myoépithéliales associées au DCIS par rapport aux
cellules myoépithéliales normales (Allinen et al., 2004, Polyak et al., 2005). Plusieurs de ces
genes étaient exprimés a des niveaux élevés dans les cellules myoépithéliales, mais également
dans les CAFs, de maniere difficilement distinguable. Alors que dans les DCIS, I'hybridation in
situ a montré que certains génes étaient spécifiques aux cellules myoépithéliales ou aux CAFs,
dans le cas des IDC, ils étaient tous exprimés par les CAFs, tandis que les cellules
myoépithéliales semblaient absentes dans la couche basale (Allinen et al., 2004). En plus de la
démonstration d'une altération des cellules myoépithéliales, une étude fait également état d'une
augmentation de I'expression SERPINE1 (PAI-1), coexprimé avec GJA7 dans notre étude, dans

les cellules myoépithéliales associées aux DCIS de grade élevé (Hildenbrand et al., 2004).

L’hypothése selon laquelle la coexpression de GJAT avec les génes du mésenchyme
survient dans les cellules myoépithéliales est donc plausible, mais suppose leur présence et
une différenciation altérée. Notre connaissance actuelle des cellules myoépithéliales et de leur
réle dans la progression du cancer est trop limitée pour conclure de fagon définitive sur cette

hypothése.
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8.5.5 La provenance de la coexpression de GJA71 et des génes du
mésenchyme pourrait étre multiple

Les hypothéses discutées précédemment ne doivent pas nécessairement s'exclure
mutuellement. Par exemple, GJAT pourrait étre coexprimée avec les génes du mésenchyme
dans les CAFs lorsque ceux-ci sont activés, lesquels pourraient favoriser 'EMT et 'émergence
de cellules souches cancéreuses dans les cellules tumorales ainsi qu’'une dédifférenciation des
cellules myoépithéliales. Cette coexpression de GJAT avec des génes mésenchymateux, soit
dans les fibroblastes activés, dans les cellules myoépithéliales altérées, dans les cellules
souches cancéreuses ou dans les cellules tumorales subissant 'EMT pourrait étre compatible
avec un mauvais pronostic associé a une expression plus élevée de GJA1 dans les cancers du
sein de sous-type Her2e. La source de coexpression de GJAT avec notre métagéne
mésenchymateux et les implications de cette association restent a déterminer et des
recherches plus poussées devraient apporter des éclaircissements sur cette question.
L’ensemble des hypothéses expliquant le lien fonctionnel entre GJAT et les génes associés au
mésenchyme, ainsi que la localisation de cette coexpression pourraient éventuellement étre
explorées en profondeur dans notre laboratoire (voir 'Annexe Ill pour de potentielles suites a ce

projet).

8.6 Les suites du projet : Prochaines analyses et expérimentations
potentielles

Ce projet a permis de générer de nouvelles hypothéses de recherche. Plusieurs expériences
permettraient de mieux comprendre lI'implication de Cx43 dans plusieurs aspects importants de
la progression du cancer du sein. Les détails des expériences proposées ici sont présentés en
annexe (Annexe IV). D’abord, un premier volet, assez simple, devrait viser a acquérir une
meilleure connaissance générale du processus de communication intercellulaire normal au sein
de la glande mammaire. Pour ce faire, il serait judicieux d’utiliser les outils modernes afin de
mieux comprendre lesquelles, de toutes les connexines, sont réellement exprimées dans les
glandes mammaires humaines, tant au niveau de la protéine que de TARNm. |l serait également
essentiel de bien comprendre dans quelle mesure les différents types de cellules normales
communiquent entre elles via les jonctions gap dans les tissus sains. Ces expériences
pourraient évaluer tant la communication au sein d’un type cellulaire que la communication
hétérocellulaire. Ces résultats permettraient de mieux évaluer si la communication intercellulaire

est effectivement diminuée dans les cellules cancéreuses.
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Dans un deuxieme temps, plusieurs expériences pourraient viser a mieux localiser
I'expression conjointe de GJAT avec les génes associés au mésenchyme, a mieux comprendre
si cette association reflete un lien fonctionnel et si GJAT joue un réle actif dans le phénotype
mésenchymal ou si la co-occurrence consiste uniquement en une colocalisation. La localisation
de GJAT pourrait d’abord étre déterminée dans les différents compartiments des tumeurs Her2e
(cellules tumorales, cellules myoépithéliales, avec une attention particuliére aux fibroblastes et a
leur statut d’activation). Puis, le lien fonctionnel entre GJA1 et les facteurs de transcription
associés a 'EMT (ex: SNAI2) pourrait étre explorés, particulierement dans des cellules
mésenchymales (fibroblastes). Les partenaires d’interaction de la protéine GJA1 pourraient

eégalement révéler si certains des génes coexprimés font partie de I'interactome de GJA1.

Dans un troisieme temps, certaines expériences pourraient permettre de mieux
comprendre le rble précis de Cx43 dans la progression des tumeurs Her2e. La littérature devrait
d’abord étre revue afin de mieux comprendre ce qui est déja connu au sujet du réle de GJAT
dans la migration et l'invasion. L'expression de la protéine GJA1 au front d’invasion des
tumeurs pourrait ensuite étre évalué afin de déterminer si GJA7 contribue ainsi aux propriétés
invasives des cellules tumorales. La modulation de Cx43 conjointement avec des expériences
in vivo pourrait finalement contribuer a déterminer si GJA71 contribue au succés de la

propagation métastatique des cellules cancéreuses.

Enfin, d’autres expériences pourraient permettre de mieux comprendre la régulation de
I'expression de GJA1 dans les différents types cellulaires de la glande mammaire normale. Les
données déja disponibles comme la méthylation des lignées cellulaire ou les données
existantes de ChIP-Seq devraient étre analysées en premier lieu. Les données disponible
devraient également permettre de déterminer I'importance relative des différents transcrits
alternatifs de GJA1 dans les glandes mammaires normales et le cancer du sein. Ensuite,
plusieurs facteurs contribuant a réguler la transcription pourraient étre disséqués. D’abord, la
liaison des facteurs de transcription nouvellement identifiés pourrait étre validée in vitro. Puis,
de role de la méthylation du promoteur proximal de GJA17 pourrait étre évalué. L’'activité du
promoteur intronique identifié dans cette étude pourrait ensuite étre validée. Finalement, des
expériences plus poussées pourraient permettre de déterminer s’il existe une interaction entre
les promoteurs proximal et intronique et si cette interaction contribue a augmenter I'efficacité de

la transcription.
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9 CONCLUSION

Malgré ses limitations (voir Annexe Ill), ce projet a permis de rendre accessible a la
communauté scientifique les informations concernant GJA1 générées a l'aide de techniques a
haut débit par plusieurs grands projets. Nos analyses se sont appuyées sur plusieurs cohortes
comprenant un grand nombre de patientes atteintes du cancer du sein, ainsi qu’'un nombre
relativement important de tissus normaux, permettant ainsi de surmonter les difficultés
associées a la grande variabilité de la maladie. De plus, dans le cas des données d’expression,
les différents projets utilisaient des plateformes variées, augmentant ainsi la fiabilité des
résultats obtenus. L’accés a ces données a mis en lumiére des informations nouvelles qu’il

aurait autrement été impossible de révéler en laboratoire.

Nos expériences ont clarifié dans quelles types de cellules est exprimée GJAT au sein
de la hiérarchie de I'épithélium mammaire normal et comment une dérégulation de son
expression survient dans les différents sous-types de cancer. Nos résultats supportent l'idée
que le réle de GJAT diverge en fonction du sous-type de cancer du sein et suggérent que dans
les tumeurs Her2e, le mauvais pronostic associé a GJAT et les génes coexprimés avec GJAT
pourraient témoigner d’'une activation du stroma. D’autres hypothéses comme 'EMT survenant
dans les cellules tumorales, la présence de cellules souches en quantité variables et la
différenciation inadéquate des cellules myoépithéliales ne peuvent cependant étre exclues et
pourraient méme contribuer conjointement a la coexpression observée. Nos travaux ont
également amélioré notre compréhension de la régulation épigénétique de GJAT et identifié un

nouvel élément de régulation situé dans I'intron.

L’ensemble de ces données nous a permis de mieux comprendre le role de la GJA1
dans la progression de tumeurs du sein. Elles nous ont mené a générer plusieurs hypothéses,
par exemple quant a la localisation de I'expression conjointe de GJA7 avec les génes
mésenchymateux, a la signification biologique de cette coexpression, au réle de GJA7T dans le
cancer et dans la différenciation des glandes mammaires. Ces hypothéses pourront étre
validées dans les prochaines années dans notre laboratoire (voir Annexe IV). Les résultats
obtenus dans le cadre de ce doctorat permettent donc des avancements majeurs au niveau de
la compréhension du réle de GJA7 dans le cancer du sein, au niveau de la régulation de son
expression dans les tissus sains et cancéreux, mais également au niveau de la biologie des
tumeurs. lls serviront de base a plusieurs projets de recherche dans notre laboratoire, mais
seront également utiles a la communauté scientifique s’intéressant aux jonctions gap ou au

cancer du sein.
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ANNEXE | ARTICLE 4 : LUMINAL MCF-12A AND MYOEPITHELIAL-
LIKE HS 578BST CELS FORM BILAYERED ACINI SIMILAR TO HUMAN
BREAST

Article 4 : Les cellules luminales MCF-12A et les cellules myoépithéliales Hs 578Bst forment
des acini bicouches similaires aux acini humains

Anne Weber-Ouellette’, Mélanie Busby’, Isabelle Plante’
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Contribution a ’'avancement des connaissances

Au meilleur de notre connaissance, cette étude est la premiére a utiliser deux types de lignées
cellulaires mammaires humaines cultivées ensemble dans le Matrigel pour former des acini
bicouches, offrant des avantages significatifs par rapport aux modéles précédemment décrits
qui utilisaient des monocultures de lignées cellulaires ou la co-culture de cellules primaires.
L'avantage de notre modéle réside dans I'utilisation de lignées cellulaires disponibles dans le
commerce qui assurent un modéle de glande mammaire humain manipulable, reproductible et
physiologiquement pertinent. Notre modéle permettra I'étude du réle de Cx43 dans les cellules
myoépithéliales et des interactions entre les cellules myoépithéliales et luminales dans le
développement de la glande mammaire et pendant la progression du cancer du sein. Ce
modele pourrait par exemple servir a développer un modéle de carcinogenése suivant
I'exposition a des substances cancérigenes. |l serait alors possible d’observer si 'expression et
la localisation de Cx43 sont alors modifiées et si Cx43 est alors coexprimée avec des genes

associés au mésenchyme.

Contribution des auteurs

Au cours de la rédaction de cet article, Anne Weber-Ouellet et Mélanie Busby ont congu et
exécuté les expériences avec les MCF-12A et Hs 578BSt ou les SCp2 et SCg6 respectivement.
Anne Weber-Ouellet a écrit le manuscrit. Mélanie Busby et Isabelle Plante ont contribué a la
rédaction du manuscrit. Isabelle Plante a contribué a la conception des expériences et a

procuré le support financier.
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Traduction du résumé

L’unité fonctionnelle de I'épithélium mammaire est I'acinus bicouche composé d’'une couche de
cellules luminales entourée d’'une couche de cellules basales composées principalement de
cellules myoépithéliales. But : Le but de cette étude était de développer un modéle de co-
culture 3D d’acinus qui soit reproductible et manipulable in vitro afin d’étudier les interactions
entre les deux couches. Matériels et méthodes : Deux différentes combinaisons de lignées
cellulaires ont été co-cultivées dans le Matrigel : les cellules murines SCp2 et SCg6 ou les
lignées cellulaires humaines MCF-12A et Hs 578Bst. Résultats : L’analyse au microscope
confocal a démontré que seulement les MCF-12A et les Hs 578Bst pouvaient former des acini
bicouches. Ce modéle d’acini bicouche in vitro permettra de comprendre le réle des interactions
entre les cellules luminales et épithéliales dans le développement normal des glandes

mammaires.
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L’article 4

The epithelium’s functional unit is the bilayered acinus, made of a layer of luminal cells,
surrounded by a layer of basal cells mainly composed of myoepithelial cells. Aim: The aim of
this study was to develop a re- producible and manipulable 3D co-culture model of the bilayered
acinus in vitro to study the interactions between the two layers. Materials & methods: Two
different combinations of cell lines were co-cultured in Matrigel: SCp2 and SCg6 mice cells, or
MCF-12A and Hs 578Bst human cell lines. Results: Confocal microscopy analysis showed that
only MCF-12A and Hs 578Bst cells could form some bilayered acini. This in vitro bilayered acini
model will allow us to understand the role of interactions between luminal and myoepithelial
cells in the normal breast development.

Lay abstract: The breast epithelium, which is the structure that produces the milk during
lactation, is composed of two layers of cells: an inner layer of luminal cells, surrounded by an
outer layer of basal cells mainly composed of myoepithelial cells. Studies have demonstrated
that the bidirectional crosstalk between these two layers of cells is crucial for the proper
development and function of the breast. This paper presents a new innovative in vitro model
that recapitulates the structure of the breast epithelium to further understand the interactions
between luminal and myoepithelial cells, and how their dysregulation relates to developmental
defect and breast cancer.
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INTRODUCTION

The human mammary gland consists of two compartments: the stroma and the epithelium. The

mammary epithelium is organized in a ramified lobulo-alveolar system. In humans, 15-20 lobes

235



in each breast converge in ducts toward the nipple. Each lobe is itself subdivided in lobules, and
each lobule consists of many acini grouped together [1]. The acinus is considered to be the
functional unit of the mammary gland. The whole ramified lobulo-alveolar system of the
epithelium consists of an inner layer of luminal cells bordering a central lumen and surrounded
by an outer layer, mainly comprised of myoepithelial cells. In the acini, the myoepithelial cells
form a basket-like network surrounding the luminal cells [2]. For many years, it was thought that
the role of myoepithelial cells was limited to milk transport upon contraction during lactation; we
now know that they are required for the proper development and function of the mammary gland
[3-5]. As a result, dysregulation of myoepithelial cells functions has been associated with the
loss of a polarized epithelium, developmental defects and tumorigenesis [6-10]. They are
thereby considered as ‘natural tumor suppressors’ [11,12]. All these functions are critically
dependent on bidirectional communication between myoepithelial and luminal cells [3-5,13].
However, few models allow for the study of the mechanisms involved in these heterocellular

interactions.

The epithelium is separated from the surrounding stroma by a basement membrane [14].
The basement membrane is a type of specialized extracellular matrix (ECM) mainly composed
of type IV collagen and laminin-1 [15]. The stroma is comprised of ECM, of mesenchymal and
immune cells, as well as of blood and lymphatic vessel cells [16]. In addition to physically
supporting the epithelium, the stroma’s components directly transmit signaling cues to the
epithelium including to the cytoskeleton of the cell through transmembrane receptors such as
integrins, which ultimately impinges on chromatin and nuclear function to maintain tissue
integrity [17]. Elements from the stroma influence the development of the epithelium through
physical but also chemical interactions [18]. Hormones and growth factors influence mammary
gland development and function by signaling through receptors present exclusively in the
stroma, only in the epithelium or in both compartments [19-23]. Moreover, the stroma directly
surrounding the epithelium, namely, the basement membrane and ECM, guides the
development of the epithelium, and the epithelium reciprocally influences its microenvironment
[24]. Levels of collagen-I, collagen-IV and laminin-5 vary sequentially during ductal and alveoli
development, and each estrus-associated proliferation-regression cycle is accompanied by
basement membrane remodeling [25], suggesting an important role of the microenvironment in
organogenesis. In the breast, the stroma ECM is thus considered as an active participant, rather
than a passive bystander, in cellular differentiation. Hence, the environment in which cells grow,
or in which cells are cultured in vitro, impacts their morphological organization and tissue-

specific functions [16]. However, traditionally, cultured cells are grown in a 2D monolayer and not
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in ECM. They adhere and grow on a flat surface, and adopt a flatter and more stretched out
phenotype compared with in vivo. This abnormal cell morphology alters cellular processes such
as cell proliferation, differentiation, and apoptosis, as well as gene and protein expression [26].

Consequently, cells cultured in 2D may not behave as they would in tissues [27].

To overcome the limitations of traditional 2D cell culture and to adequately mimic the in
vivo microenvironment, cells can be cultured in 3D. This type of culture allows cells to freely
assemble in multidimensional structures, called spheroids, using a scaffold/matrix or in a
scaffold-free manner [28]. By adopting this in vivo-like 3D relationship to each other, cells can
better form cell-cell and cell-ECM interactions, establish appropriate cell-signaling pathways to
maintain tissue function and mimic the cellular processes occurring in the human body [28]. This
difference between 2D and 3D culture regarding cellular processes and response, through the
modulation of gene expression, has been observed several times [29-31]. In fact, distinct
patterns in gene expression profiles between tissue samples and cell lines of varying

phenotypes demonstrated adaptation of cells to their culture microenvironment [32,33].

Most 3D cell culture systems mimicking mammary gland acini are monocultures, using
only the luminal cells [34-36]. Yet, to thoroughly recapitulate the histological complexity of the
normal human mammary gland, luminal cells must crosstalk with EMC or scaffolds, but also
with myoepithelial cells through physical interactions and by paracrine signaling [37]. These
interactions are critical for the proper polarization of the luminal cells [10]. Heterotypic models of
the human mammary gland have been developed using luminal MCF-10A cells, adipocytes and
human fibroblasts in a mixture of laminin-rich basement membrane extract (IrBME)
matrix/collagen on porous silk protein scaffold [38]. While this model represents progress toward
an in vitro acinus-like structure composed of multiple cell types, it uses complex matrices and
scaffolds, whereby myoepithelial cells are absent. Bilayered acini composed of a mix of purified
human luminal and myoepithelial cells isolated from normal mammary glands have also been
developed, with or without fibroblasts [10,39]. However, because they are formed using primary
cultures, these models have some limitations. For instance, they are hardly genetically
manipulable, access to human tissues is difficult, and there is a great patient-to-patient
variability. There is thus still a great need for a simplified, optimized, genetically manipulable,
reproducible and physiologically relevant model to recapitulate the normal structure of the
functional unit of the human mammary gland — the bilayered acinus [40]. By using commercially

available cell lines instead of primary cells, such a model will be accessible to the scientific
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community and allow more mechanistic studies in the understanding of the biology of the

human bilayered acini.

This study aimed to develop a model representing the breast bilayered acini that can be
genetically manipulated and easily reproduced by using cell lines. Here, two combinations of
nontumorigenic cell lines were investigated: the human luminal and myoepithelial-like cells
MCF-12A and Hs 578Bst; and the murine luminal and myoepithelial cells SCp2 and SCg6 [41].

MATERIALS & METHODS
Cell lines

MCF-12A cells (ATCC® CRL-10782) and Hs 578Bst cells (ATCC HTB-125) were purchased at
ATCC (ATCC, VA, USA). SCp2 and SCg6 cells were a gift from Calvin Roskelley (University of
British Columbia [UBC]). MCF- 12A cells were maintained in phenol red-free Dulbecco’s
modified Eagle’s medium Ham’s F12 (DMEM/F12) culture medium (21041025, ThermoFisher
Scientific, IL, USA) supplemented with 5% (v/v) horse serum (Ther- moFisher Scientific, 16050—
122), hEGF recombinant (20 ng/ml) (PHGO0311, Invitrogen, MA, USA), hydrocorti- sone (500
ng/ml; HO888, Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), insulin (10 pg/ml; Sigma-Aldrich,
C8052), cholera toxin (100 ng/ml; Invitrogen, 12585014) and propagated according to ATCC
guidelines. Hs 578Bst cells were maintained in Hybri-Care medium (ATCC 46-XTM)
supplemented with 10% (v/v) activated fetal bovine serum (098150, Wisent Bioproducts, Saint-
Jean-Baptiste, Quebec, Canada) and mouse EGF (EGF from murine submaxillary gland, 30
ng/ml; Sigma-Aldrich, E4127) and propagated according to ATCC guidelines. SCp2 and SCg6
cells were grown in DMEM/F12 medium (Sigma-Aldrich, D2906) supplemented with insulin (5

pg/ml) and fetal bovine serum (5% v/v).

Western blot analysis

Cell monolayers were washed twice with phosphate buffered saline (PBS) before the addition of
lysis buffer (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, 0.02% sodium azide, 0.1% sodium dodecyl sulfate
(SDS), 1% Nonidet P40, 0.5% sodium deoxycholate, pH 8) supplemented with NaF 1.25 M,
NaVO3 1 M and Halt Protease and phosphatase cocktail inhibitor (Fisher Scientific, Ontario,

Canada). Cells were scraped, collected and incubated on ice for 5 min. Cell lysates were
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centrifuged for 10 min at 2500 r.p.m. at 4°C. The supernatants were aliquoted and stored at -

80°C until further processing. Lysate protein concentrations were measured using a
bicinchoninic acid protein assay reagent kit (Thermo Scientific #23227). Protein samples were
resolved on stain-free acrylamide gels (TGX Stain-Free FastCast Acrylamide kit, 10%, Bio-Rad,
Ontario, Canada) and transferred onto polyvinylidene fluoride membranes (PVDF). Membranes
were blocked with Tris Buffered Saline (TBS)-Tween 20 (0.1%; Fisher Scientific) containing 3%

bovine serum albumin (BSA) or dry milk, according to manufacturer instructions, for 1 h and

incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies: anti-E-cadherin (#3195; Cell
Signaling Technology, MA, USA), anti-Cytokeratin 18 (K18) (#ab52948; Abcam, MA, USA), anti-
Cytokeratin 14 (K14) (#MS-115-P1ABX; Thermo Scientific, Cheshire, UK), anti-alpha-Smooth
muscle actin (a-SMA) (#M0851; Dako, Glostrup, Denmark), anti-calponin-1 (#17819; Cell
Signaling Technology), anti-caldesmon-1 (#12503; Cell Signaling Technology) and anti-p63
antibody (#13109; Cell Signaling Technology). Bound primary antibody was detected using
HRP-conjugated secondary antibodies (goat-anti-rabbit [#7074] or horse-anti-mouse (#7076);
Cell Signaling Technology) followed by visualization and quantification using a Bio-Rad
ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories, Ontario, Canada). Chemiluminescent signals
were detected using Clarity western ECL substrate (Bio-Rad Laboratories) and analyzed using

Image Lab software (Bio-Rad Laboratories).

3D-embedded cell cultures

For 3D cultures, cells were embedded in solubilized basement membrane extract — Matrigel

(CorningORGrowth Factor Reduced Basement Membrane Matrix from Engelbreth-Holm-Swarm
mouse sarcoma; CB40230C, Corning, NY, USA) at a cell density of 75,000 cells/100 pl of
Matrigel. When required, Matrigel was diluted to different final concentrations by adding ice cold
growth medium. Experiments were carried out in 35 mm glass bottom poly-p-lysine-coated
dishes, 14 mm microwell (P35GC-0-10-C, MatTEK Corporation, MA, USA). Plates were

manually evenly precoated on ice with 10 yl of Matrigel using the tip of a pipette. Dishes were

left in an incubator at 37°C to allow the Matrigel to congeal for 30 min. For co-culture
experiments, cell suspensions from both cell types were counted and the proper number of
each cell type mixed in the same tube. Cell suspension containing both cell types were
centrifuged at 125 g at room temperature for 7 min, the supernatant was removed and the tube

was gently flicked to detach cells from the bottom of the centrifuge tube. The Matrigel was
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added directly to the cell pellet, gently mixed and the Matrigel-cells suspension was distributed

rapidly in the microwells precoated with Matrigel. Dishes were incubated for another 30 min at

37°C to allow Matrigel to congeal, then the culture medium was added to cover the entire

polymerized Matrigel/cell mix. The culture medium was changed every 2—3 days for 14 days.

Immunolabeling of 3D-embedded cell cultures

Culture medium was aspirated, and embedded cultures were rinsed twice with PBS. Cells were
fixed in formaldehyde 4% for 10 min and permeabilized in PBS-Triton X-100 (0.5%) for 60 min.
After being rinsed twice (10 min each) with PBS-glycine (0.1%), cells were incubated in blocking
solution (2% BSA dissolved in PBS with 0.1% of Tween 20 and 0.1% of Triton X-100). Primary

antibodies were diluted in blocking solution and cells were incubated with primary antibody for

120 min at room temperature or overnight at 4°C (E-cadherin [#3195s] 1/200 [Cell Signaling,
MA, USA]; alpha-smooth-muscle-actin (a-SMA) mouse mAb [M0851] 1/300 [Agilent, CA, USA]).
Immunolabeling was followed by four washes with washing solution (PBS containing Tween20
[0.1%], BSA [0.1%] and Triton X-100 [0.5%]), for 5 min each. Cells were incubated with the
appropriate secondary antibodies for 60 min (anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 [#4412s], anti-
mouse IgG Alexa Fluor 555 [#4409s] both used at 1/1000 [Cell Signaling], or anti-rabbit 1gG
DyLight 488 [#35552] used at 1/200 [ThermoFisher Scientific]). Secondary antibody labeling

was washed three-times with washing solution and one time with PBS, for 5 min each. Nuclei

were stained with 4', 6-diamidino-2-phenylindole in PBS. Embedded cultures were mounted with
Fluoromount-G (0100-01, SouthernBiotech, AL, USA). Fluoromount-G was added in enough

volume to cover the embedded cultures and fill up the microwell. Coverslips were added and

mounted cultures were placed horizontally overnight at 4°C for 8 h in the dark. Coverslips were
sealed 24 h after mounting with hot glue. Immunofluorescence images were obtained with a
Nikon A1R+ confocal microscope (Nikon Canada Inc, Mississauga, Ontario, Canada) and

analyzed using NIS-elements software (Nikon Canada Inc).

Cryosections from embedded 3D cultures

Culture medium was removed and embedded cultures were washed twice with PBS,

prewarmed at 37°C. The matrix was detached from the microwell with a spatula, quickly placed

on top of a layer of Tissue Freezing Medium (3801481, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) in
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a cryomold, and then covered with a second layer of Tissue Freezing Medium to fill the

cryomold. The resulting block of cryomatrix containing the cells embedded in the matrix was

placed at -80°C until use.
Masson’s trichrome staining of cryosections

Embedded acini cryosections (8 um) were fixed in Bouin’s solution overnight and then rinsed
with water for 5 min. Sections were stained sequentially with Weigert’s iron hematoxylin for 10
min, Biebrich scarlet-acid fuchsin for 15 min, phosphomolybdic-phosphotungstic acid for 20 min
and aniline blue (5 min), and washed with water between all coloration steps. Finally, the
sections were treated with 1% acetic acid for 5 min, dehydrated in an alcohol series, cleared in
xylene for 5 min and mounted using Permount (SP15100, Fisher Scientific, Ontario, Canada).

Slides were dried afterwards for a minimum of 4 h.

Immunolabeling of cryosections

Embedded acini cryosections (8 um) were fixed in formaldehyde 4% for 15 min and blocked in
3% BSA dissolved in TBS-Tween20 (0.1%). Primary antibodies were diluted in TBS-Tween
0.1%, and sections were incubated with primary antibody for 60 min at room temperature.
Sections were incubated with 3-catenin (L54E2) mouse mAb (#2677s) 1/200 (Cell Signaling).
Immunolabeling was followed by three washes with TBS-Tween 0.1%. Sections were incubated
with the secondary antibody (anti-mouse 1gG Fab2 Alexa Fluor 647 [#4410s] used at 1/1000

[Cell Signaling]). Nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-pheny|indole in TBS-Tween 0.1%,

and slides were mounted with Fluoromount-G (SouthernBiotech, 0100-01). Slides were placed

at 4°C for 8 h in the dark.
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Figure 1. MCF-12A cell embedded in Matrigel gradually form acini-like structures

Optical microscopy images of MCF-12A. (A) Cells appeared in small clusters after 24 h. They gradually
formed acini-like spheroids after 4 days (B), which grow in size after 10 days (C). Fourteen days after
being embedded in Matrigel, spheroids preserved their size and some of them were more defined, with
clear edges (D; arrowheads), while others were less defined (D; insert, arrows). Scalebars: 250 ym.

Immunofluorescence images were obtained with a Nikon A1R+ confocal microscope

(Nikon Canada Inc) and analyzed using NIS-elements software (Nikon Canada Inc).

RESULTS

Human MCF-12A & Hs 578Bst cells showed more differentiated phenotypes than
mice SCp2 & SCg6

We first confirmed that the selected cell lines were representative of luminal and
myoepithelial cells by evaluating the expression of various differentiation markers
(Supplementary Figure 1). Results showed that in human cells, E- cadherin and K18 were
present only in luminal MCF-12A, whereas in murine cells, E-cadherin was present in both

SCp2 and SCg6 (Supplementary Figure 1A & B). Calponin-1 and a-smooth muscle actin (a-
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SMA) were expressed only in myoepithelial cells, as expected, while K14 was present in both
SCp2 and SCg6, but was not detected in Hs 578Bst cells (Supplementary Figure 1A, E & F).
p63, a marker specific to myoepithelial cells, was expressed in Hs 578Bst but not in SCg6 cells
(Supplementary Figure 1C). In addition, the muscle-specific form of caldesmon-1 was detected
in Hs 578Bst, while low levels were also observed in both SCp2 and SCg6 cells (Supplementary
Figure 1D). Together, these results demonstrated that while MCF-12A and Hs 578Bst cells
expressed markers typical for luminal and myoepithelial cell types, respectively, some markers

were present in both SCp2 and SCg6 cells (Supplementary Figure 1).

MCF-12A or SCp2 luminal cells embedded in Matrigel form spheroid structures

We then wanted to confirm that luminal MCF-12A and SCp2 cell can form acini-like
structures, as reported in the literature [13,35]. To do so, MCF-12A were embedded in a 3D
matrix consisting of a mix of cell culture medium and basement membrane extract,
commercially known as Matrigel. After 24 h in culture, cells already formed small clusters of

cells (Figure 1A). After 4 days, small and rounded spheroid structures could be observed

DMEM/F12

Hybri-Care

Figure 2. Figure 2. Hybri-Care culture medium promotes the formation of more defined acini-like
structure than Dulbecco’s modified Eagle medium/F12 culture medium

Optical microscopy images of MCF-12A cell embedded in Matrigel after 14 days of culture. When using
Dulbecco’s modi ed Eagle medium/F12 medium to maintain cultures, resulting multicellular structures
seem smaller, less defined and looser (A-C; arrowheads) than cells maintained in Hybri-Care medium
(D-F). In Hybri-Care medium, acini are bigger, rounder, more defined and more compact. Scalebars: 250
pum.

(Figure 1B). After 10 days, the spheroids were much bigger in size, and the cells that

constituted each spheroid could be distinguished (Figure 1C). After 14 days in culture,
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spheroids maintained their size, but while some MCF-12A spheroids showed a defined
spherical structure similar to the acini of the human mammary gland, others were less defined
and characterized by a certain looseness in the structure (Figure 1D). These spheroids also
displayed what looks like cellular degradation at their edges (Figure 1D). Likewise, SCp2 cells

could form acini-like structures with a lumen (Supplementary Figure 2A & B).

MCF-12A cells maintained in Hybri-Care culture medium conserved an acini-like
structure

Because Hs 578Bst and MCF-12A cells are typically grown in different media, and
because Hs 578Bst cells are harder to maintain than MCF-12A cells, we wanted to ensure that
MCF-12A could still form acini-like structures in Hs 578Bst cells culture media. We thus

compared spheroids formed by MCF-12A cells embedded in Matrigel and cultured with either

Hybri-Care medium (ATCCOR 46-XTM) or phenol red-free DMEM/F12 medium, the media
typically used for Hs 578Bst and MCF-12A cells, respectively. MCF-12A spheroids with defined
spherical structure, as well as some with less defined structures, were observed when cultured
in DMEM/F12 medium, as previously demonstrated (Figures 1 & 2A—C). Interestingly, when
Hybri-Care medium was used to dilute the Matrigel and to culture embedded MCF-12A cells,
the cells formed bigger, rounder and more defined acini-like spheroids. These structures were
more compact and there was no visual evidence of cellular degradation (Figure 2D-F). These
observations suggested that MCF-12A cells can form acini-like structures even more efficiently
in Hybri-Care medium. Because SCp2 and SCg6 cells are cultured in the same medium, these

optimizations were not necessary.

To ensure that these spheroids maintained the lumen typical of acini, they were
analyzed by confocal microscopy. The acini presented lower cell density at their center,
suggesting the gradual apoptotic clearance of cells creating a lumen-like cavity (Figure 3).
These results were confirmed by cryosections of MCF-12A acini, either stained using Masson’s
trichrome coloration (Figure 3C) or immunolabeled with 3-catenin-specific antibody (Figure 3D).
Adherens junctions were formed between luminal cells as demonstrated by the expression of
both E-cadherin and B-catenin (Figure 3A, B & D).

Dilution of Matrigel to different concentrations impacts spheroid structure &
immunolabeling
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To optimize the immunolabeling of the acini-like spheroids, without compromising their
3D structure, we then defined which Matrigel concentration is most favorable to support round
acini formation and to facilitate antibody penetration in the matrix for immunofluorescence
imaging. MCF-12A cells were embedded in Matrigel diluted with Hybri-Care medium to achieve

concentrations of 50, 75 and 100% of Matrigel (Figure 4). In wells containing

Figure 3. Presence of a lumen-like cavity in the center of cryosectioned MCF-12A acini
Confocal microscopy images of acini immunolabeled with an E-cadherin (adherens junctions)-specific

antibody (green). Nuclei are stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (blue). (C) Optical microscopy
image of acini cryosection stained with Masson’s trichrome staining. (D) Confocal microscopy image of an
acini cryosection immunolabeled with a (3-catenin (adherens junctions)-speci ¢ antibody (white). Nuclei

are stained with 4',6-diamidino-2-phenylindo|e. Scalebars: 100 pm.

245



50% Matrigel, the matrix almost completely liquefied during the immunolabeling
procedure, resulting in the loss of many acini during the staining procedure. The remaining acini
fell to the bottom of the microwell, forming flat structures difficult to properly label with antibodies
(Figure 4A & B). On the opposite, in wells containing 100% of Matrigel, the matrix remained rigid
in its consistency, resulting in unspecific labeling and smaller acini (Figure 4E & F). Finally, in
wells containing a concentration of 75% of Matrigel, the matrix had a soft consistency, but
preserved its rigidity through washes, and less nonspecific immunolabeling was observed
(Figure 4C & D).

MCF-12A & Hs 578Bst self-organized in spheroids resembling the bilayered acini

Once culture conditions were optimized for MCF-12A, we co-cultured luminal MCF-12A
cells with myoepithelial- like Hs 578Bst cells or SCp2 cells with SCg6 cells. Similar to when they
were placed alone in 3D monoculture (Figure 5A & B), MCF-21A formed acini-like structures
when simultaneously embedded with Hs 578Bst cells in Matrigel (Figure 5C & D). In the co-
culture, however, a second layer of cells seemed to surround some of the acini, suggesting that
bilayered acini were formed with both types of cells (Figure 5D, arrowhead). Hs 578Bst cells,
when cultured alone, were not able to form spheroids (Figure 5E). On the opposite, SCg6 cells

could form spheroids alone or in co-culture with SCp2 (Supplementary Figure 2C-E).

To confirm that these acini were indeed bilayered, we performed immunolabeling using
distinct epithelial (E- cadherin) and myoepithelial (a-SMA) markers. While some spheroids with
lumen were present when SCp2 and SCg6 cells were co-cultured in 3D, most structures were
clusters of cells lacking a lumen (Supplementary Figure 2F). Importantly, none of these
structures were bilayered. However, in MCF-12A and Hs 578Bst co-cultures, bilayered acini
were produced (Figure 6). These acini were composed of an inner layer of luminal cells
surrounded by a discontinuous basket-like network of myoepithelial-like cells (Figure 6A & B).
Moreover, a lumen was present in the center of the acini (Figure 6A & C). These results
demonstrate that it is possible to create a 3D model of a human bilayered acini in vitro, using

cell lines.

DISCUSSION

To fully understand the mechanisms that leads to breast cancer, we first need to

understand how a healthy mammary gland functions. Developing a surrogate model of the
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normal human breast that mimics the architecture and function of the actual organ will help
increase our understanding of how breast tissue develops and how specific deregulations, of
intercellular junctional complexes for example, influence carcinogenesis. Here we report the
production of a relevant 3D heterotypic co-culture model of the functional unit of the mammary
gland, the bilayered acinus, consisting of two different cell lines, human myoepithelial-like Hs
578Bst and luminal MCF- 12A cells. These spherical bilayered structures consisted of a lumen
surrounded by an inner layer of luminal cells enveloped by a basket-like network of

myoepithelial cells, similar to what is typically observed in vivo.

Figure 4. Matrigel at a concentration of 75% is optimal for 3D culture of MCF-12A cells
Representative single confocal images (A, C & E) or serial Z-stacks (B, D & F) of MCF-12A cells
embedded in 50% (A & B), 75% (C & D) or 100% (E & F) Matrigel and immunolabeled with an E-
cadherin antibody (green). Nuclei are stained with 4',6-diamidino-2-phenylindo|e (blue). Scalebars: 100
pum.
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The important role of myoepithelial cells

For many years, myoepithelial cells were mostly ignored in mammary gland studies, as it
was thought that their role was limited to contraction-inducing transportation and ejection of milk
during lactation. We now know that myoepithelial cells are crucial for the proper differentiation
and function of the epithelium. Among their functions, they allow paracrine regulation and
crosstalk within the epithelium while playing an active role in tissue remodeling and polarization
of luminal cells. Such functions are critically dependent on bidirectional communication between
myoepithelial and luminal cells [3-5,13]. Moreover, a growing body of evidence demonstrates
that the tumor microenvironment plays a critical role in cancer progression [24]. Whether cancer
cells induce remodeling of the architecture and/or changes in tissue architecture promote cell
tumorigenicity is unclear. It is likely that gene expression is at least in part dictated by the

interactions between epithelial cells and the stromal elements, including
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Figure 5. MCF-12A cells co-cultured with Hs578Bst cells produce acini-like structures when
embedded in Matrigel
(A & B) Representative optical microscopy images of MCF-12A cells embedded in Matrigel. (C & D)
Optical microscopy images of MCF-12A cells co-cultured with Hs 578Bst cells showing acini-like
structures. A second layer of cells seems to be surrounding the rst layer in some of the acini (arrowhead),

suggesting that myoepithelial cells formed bilayered acini with the luminal cells. (E) Optical microscopy
image of Hs 578Bst cells embedded in Matrigel. Scalebars: 100 pm.
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Figure 6. MCF-12A and Hs 578Bst co-cultured cells form bilayered acini in Matrigel
(A—C) Confocal microscopy images of MCF-12A and Hs 578Bst cells forming a 3D bilayered acini when
co-cultured in Matrigel. Acini were immunolabeled with an E-cadherin-speci ¢ antibody (green) and an

smooth muscle actin-speci ¢ antibody (red). Nuclei are stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (blue).
Representative single confocal image (A), serial Z-stack (B) and a truncated view of a Z-strac (C). The
myoepithelial-like cells Hs 578Bst have a stellate phenotype, forming a discontinuous basket-like network
around the MCF-12A luminal cells. The truncated view suggests the presence of a lumen in the center of
the bilayered acini. Scalebar: 100 ym.

stromal cells, proteins of the ECM and other soluble factors [24]. As a result, ECM is considered
as an active participant in cellular differentiation, rather than a passive bystander. Conversely,
cells contribute to the formation of the epithelial microenvironment by producing components of
the basement membrane such as collagen, laminins and fibronectin [3]. Because they lie on the
epithelial side of the basement membrane, myoepithelial cells are uniquely positioned to
accomplish most of the interactions between the epithelium, the basement membrane and the
ECM. Myoepithelial cells are crucial mediators of ductal elongation and invasion within the
stroma, as they secrete proteins and molecules required for the remodeling of the ECM such as
maspin, amyloid B-protein precursor/protease nexin-1l and matrix metalloproteinases [3-5]. As a
result, dysregulation of myoepithelial cells functions has been associated with the loss of a
polarized epithelium, developmental defects and tumorigenesis [6-9]. Accordingly, myoepithelial
cells are often considered natural tumor suppressors due to their ability to build a physical and
chemical barrier against uncontrolled growth, tumor cell invasion and angiogenesis [42,43].
Therefore, to fully understand both the normal development of mammary gland and breast
tumor progression, as well as to study more specifically the direct relationship between luminal
and myoepithelial cells of the acinus [12], heterotypic models in which human mammary

myoepithelial cells are introduced in a human mammary luminal cell culture must be developed.
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Human luminal & myoepithelial-like commercial cell lines can form bilayered
acini, similar to complex 3D structures from primary cultures

Many techniques have been explored to model and study the human mammary gland in
vitro. Malignant as well as nonmalignant mammary cells have traditionally been studied as
monolayers on plastic cell culture dishes, thereby losing their morphological organization and
tissue-specific function [16]. Fortunately, progress in tissue engineering and biomaterials have
provided researchers with innovative techniques that are now allowing to explore the
possibilities of 3D culture, thus bridging the gap between in vitro monolayer cell culture models
and expensive in vivo whole-animal systems [40]. 3D culture systems promote expression of
tissue-specific functions and cellular processes by allowing cells to self-assemble and to receive
cues from their neighboring cells and the surrounding ECM, which cannot be achieved when
cells are plated on plastic cell culture dishes in 2D [40,44]. 3D models are particularly useful for
the study of protein and gene functions, along with signaling pathways in a physiologically

relevant context [44].

There has been a wide range of 3D culture models, using Matrigel-based matrices,
developed in an attempt to replicate the epithelium of the human mammary gland in vitro. For
instance models using nontumorigenic human mammary luminal cells lines, such as MCF-10A
[34], HMT 3522 S1 [36,45] or MCF-12A [35] have been reported. When grown in Matrigel, all these
cells lines were able to form organized spheroids with a central lumen, similar to breast acini
morphology. In opposite, tumorigenic human mammary luminal cells lines form disorganized,
proliferative and nonpolar colonies [33,36]. While these models brought important insights on the
structure and the polarization of acini, and the lack of defined structures for breast cancer cells,
these models fail to consider the crucial role of myoepithelial cells in the formation of a polarized

epithelium in vivo.

A few studies have been published with 3D models composed of more than one cell
type. For instance, human luminal MCF-10A cells were co-cultured with primary culture of
human mammary fibroblasts [46]. In another study, primary cultures of human luminal and
myoepithelial cells were co-cultured [47]. In an even more complex model, human luminal MCF-
10A cells were co-cultured with primary cultures of human mammary fibroblasts and adipose-
derived stem cells [38]. Cells in these co-culture models displayed more differentiated
morphological phenotypes and functional activity than in less complex monocultures [38].
Likewise, these co-cultures facilitated the study of cellular crosstalk in the breast [47]. Notably,

most of these studies used primary cultures of breast cells. It is believed that primary cells in a
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3D mammary gland model enable more physiologically relevant studies such as lineage
commitment and plasticity [48], and that normal in vivo signaling pathways is more preserved
compared with immortalized cell lines [49]. However, some of the downsides of these models
are the increased complexity of working with primary cells, the heterogeneity of the samples and
the difficulties in genetically manipulating the cells. While this heterogeneity is suitable to study
tumor cell biology as it reproduces more closely the interpatient and intratumor variability, it
renders mechanistic studies on the role of particular protein during mammary gland
development more difficult. On the opposite, commercially available cell lines represent a more
homogeneous population that can easily be genetically modified to isolate the role of particular
proteins or pathways [38,50]. As such, our model using cell lines represents a more reproducible
and manipulable model to study the role of the bidirectional crosstalk between luminal and
myoepithelial cells within the mammary epithelium. A similar model using luminal and
myoepithelial cell lines combined with primary fibroblast was developed few years ago to study
breast cancer, but using cells that are not commercially available, thus limiting its use [39].
Because MCF-12A and Hs 578Bst cell lines are commercially available, the scientific

community will therefore be able to use and even improve this model.

Limitations of our model

Although we successfully obtained bilayered acini, about 50% of the acini formed when
co-cultured luminal and myoepithelial cell were bilayered, while the other 50% was formed of
luminal cells only. A possible explanation lies in the use of Matrigel. Indeed, it has been reported
that co-culturing isolated myoepithelial and luminal cells in type | collagen-based matrix
promoted their rearrangement into bilayered acini, while Matrigel did not promote such
rearrangements [10,47]. Matrigel is a laminin-rich basement membrane extract. It has been
demonstrated that laminin is required for adequate luminal cell polarization in the mammary
gland [10], and that myoepithelial cells produce an important amount of this laminin in vivo [51].
Consequently, we speculate that in a Matrigel laminin-rich matrix, as laminin is already present,
there might be no incentive for luminal cells to coalesce with myoepithelial cells in bilayered
structures. On the other hand, in a type | collagen-based matrix in which no laminin is present,
the luminal cells might coalesce as they require the laminin produced by myoepithelial cells to
promote their assembly into co-units. Yet we still managed to produce bilayered acini of luminal
and myoepithelial cell lines embedded in a Matrigel matrix in our model. Other matrices, such as

artificial scaffold or type | collagen-based matrix, might help increasing the ratio of bilayered
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versus luminal cells-only acini. Increasing the myoepithelial to luminal cell ratio in co-culture

might also favor the formation of bilayered acini.

The types of cell lines used also seem to a have limitations. In the experiment herein,
murine luminal cells SCp2 and myoepithelial cells SCg6 did not interact to form bilayered acini
when co-cultured in Matrigel. Both cell lines either formed monolayer acini or irregular
structures, but did not coalesce (Supplementary Figure 2). This might be explained by the fact
that SCp2 and SCg6 cells have less differentiated phenotypes. In fact, western blot analysis
showed that both SCp2 and SCg6 expressed luminal marker E-cadherin and myoepithelial
markers K14 and muscle-specific caldesmon-1 (Supplementary Figure 1). Moreover, they
showed a high plasticity when cultured in 2D, suggesting stem-like properties (data not shown).
Finally, while MCF-12A and Hs 578Bst cells have more differentiated phenotypes and are
considered as nontumorigenic, they remained immortal cells. Therefore, signaling and protein
expression is surely not exactly reproducing those of in vivo luminal and myoepithelial cells.
This is supported by the fact that Hs 578Bst cells express p63, a-SMA, calponin-1 and
caldesmon-1, markers that are specific for breast myoepithelial cells [52,53], but not K14.
Nevertheless, the fact that they form bilayered acini in vitro represents an improvement toward
more complex, manipulable, reproductive and representative in vitro models to mimic the
bilayered mammary gland epithelium and study the role of bidirectional communication between

the two layers of epithelial cells.

CONCLUSION

To the best of our knowledge, this study is the first to use two types of human mammary cell
lines cultured together in Matrigel to form bilayered acini, offering significant advantages over
previously described models that used monocultures of cell lines or co-culture of primary cells.
The critical advantage of our model remains the use of commercially available cell lines that
ensure a manipulable, reproducible and physiologically relevant human mammary gland model.
Our model will allow the study of the critical role of myoepithelial cells, and of the interactions
between myoepithelial and luminal cells in mammary gland development and during breast

cancer progression.
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FUTURE PERSPECTIVE

Although we successfully obtained bilayered acini when we co-cultured luminal and
myoepithelial human cells, about 50% of the acini formed were bilayered while the other 50%
was formed of luminal cells only. Future experiments will be designed using alternative matrices
or scaffolds to determine whether they will allow luminal cells to coalesce in bilayered structures
with myoepithelial cells in a better proportion. In addition, to further characterize the bilayered
acini, we intend to use other markers of luminal and myoepithelial cells. These differentiation
markers include K18 and MUC1, as well as calponin, p63 and caldesmon-1, for luminal and

myoepithelial cells, respectively.

Studies have demonstrated that luminal cells isolated from human or mice tissue, or
even some cell lines, can produce milk when cultured in 3D [54-56]. This is thought to be linked
to increased differentiation of luminal cells [56]. To the best of our knowledge, MCF-12A must be
exposed to lactogenic hormones (i.e., prolactin) to express appreciable levels of B-casein or
whey acidic protein (WAP). Those hormones were not added to our culture, and accordingly, we
were not able to detect (3-casein or WAP by western blot in MCF-12A cells (data not shown).
However, we are planning to determine whether 3D cultures, with or without lactogenic
hormones, and with or without being co-cultured with Hs 578Bst cells would induce/increase

milk protein expression in MCF-12A cells in future experiments.

Finally, our main goal is to understand how bidirectional crosstalk, particularly cell—cell
interactions between luminal and myoepithelial cells, relates to acini polarity, to luminal cell
differentiation and to the ‘natural tumor suppressor’ role of myoepithelial cells. To investigate
these questions, key junctional proteins, such as connexins, cadherins and catenins, will be
inhibited by Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) technology
or siRNA in luminal cells or in myoepithelial cells only, or in both layers, and the effects on
double- layered acini formation will be analyzed. This will allow for a better understanding of the
role of the bidirectional crosstalk between the two layers of cells, and how it influences the

epithelium differentiation and function.

EXECUTIVE SUMMARY

* The whole ramified lobulo-alveolar system of the breast epithelium consists of an inner
layer of luminal cells bordering a central lumen and surrounded by an outer layer, mainly
comprised of myoepithelial cells.

253



e The breast development and function are critically dependent on bidirectional
communication between myoepithelial and luminal cells.

* The stroma directly surrounding the epithelium guides the development of the epithelium
and the epithelium reciprocally influences its microenvironment.

* Cells cultured in 3D in extracellular matrix can better form cell-cell and cell-extracellular
matrix interactions, establish appropriate cell-signaling pathways to maintain tissue function
and mimic the cellular processes occurring in the human body.

* Most 3D cell culture systems mimicking mammary gland acini are either monocultures,
using only the luminal cells, or co-cultures composed of primary cells isolated from human
tissues and difficult to genetically manipulate; these models are thus not appropriate to
study mechanisms involved in the luminal-myoepithelial cells crosstalk.

* To fully understand both the normal development of mammary gland and the progression of
breast tumor, as well as to study more specifically the direct relationship between luminal
and myoepithelial cells of the acinus, heterotypic models in which human mammary
myoepithelial cells are introduced in a human mammary luminal cell culture must be
developed.

* This study aimed to develop a model representing the breast bilayered acini that can be
genetically manipulated and easily reproduced by using cell lines; such a model will be
accessible to the scientific community and allow more mechanistic studies in the
understanding of the biology of the bilayered acini.

* MCF-12A and Hs578Bst human cells showed more differentiated phenotypes than SCp2
and SCg6 mouse cells.

* MCF-12A and SCp2 luminal cells, as well as SCg6 myoepithelial cells, form spheroid
structures when embedded in Matrigel, while Hs 578Bst do not.

* Luminal MCF-12A and myoepithelial-like Hs 578Bst commercial cell lines can form
bilayered acini, similar to complex 3D structures from primary cultures.

* This model represents a first step toward more complex, manipulable, reproductive and
representative in vitro models to mimic the bilayered mammary gland epithelium and study
the role of bidirectional communication between the two layers of epithelial cells.
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ANNEXE IILES PRINCIPALES BASES DE'DONNI'EES ET
RESSOURCES INFORMATIQUES UTILISEES

Au cours de ce projet, nous avons utilisé un éventail de jeux de données rassemblant les profils
d’expression pour un grand nombre d’échantillons de cancer du sein, provenant d’Amérique du
Nord et d’Europe et utilisant plusieurs différentes plateformes. Les données pour des tissus

sains étaient disponibles uniquement dans certaines bases de données.

Human Compendium (HuC)

Le Human Compendium (HuC), est un groupe de jeux de données rassemblés en un
compendium standardisé facilitant I'exploration des données. Il a été initialement établi par le
Breast Cancer Informatics group’s de I'Université McGill dirigé par Michael T. Hallett, qui a
récemment migré vers le Centre for Structural and Functional Genomics a [I'Université
Concordia. Il comporte les données de caractérisation de cinq cohortes (NKI, Van Vliet, Curtis,
TCGA) comptant des échantillons provenant de plus de 4000 patientes. La plupart de nos

analyses ont été complétées a l'aide de ce compendium.

NKI

Les données générées par le Netherlands Cancer Institute (NKI) a Amsterdam comptent des
données cliniques et d’expression générées a l'aide de la plateforme Hu25K Agilent pour 295
patients (van de Vijver et al., 2002). Ce jeu de données fut un des premiers a étre utilisé afin
d’établir des signatures obtenues par classification non-supervisée et permettant de distinguer
les patients pouvant bénéficier ou non de traitement utilisant des adjuvants (van't Veer et al.,
2002).

Van Viiet

Les chercheurs ayant généré les données de Van Vliet ont utilisé une stratégie d’agrégation de
plusieurs jeux de données d’expression provenant de divers instituts (van Vliet et al., 2008).
Ces données, générées a l'aide de la plateforme Affymetrix Human Genome U133A, ont été
utilisées dans la publication originale afin d’explorer le manque de recoupement des différentes

signatures pronostiques publiées dans la littérature.

CURTIS METABRIC

METABRIC est un projet Canada/Royaume-Uni qui vise a rendre accessibles les données sur

I'expression génique, les mutations et la survie des patients. Les données d’expression génique
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pour des tumeurs et des tissus normaux ont été obtenues grace a des micropuces a ADN
lllumina HT-12 v3 tandis que l'altération du nombre de copies du géne (CNA) a été obtenue a
partir des données de Affymetrix SNP 6.0 arrays. Cette étude a porté sur plus de 2000
échantillons de cancer du sein annotés recueillis auprés des participantes des essais cliniques
du METABRIC (« Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium ») (Curtis et
al., 2012).

TCGA

Le projet The Cancer Genome Atlas (TCGA) est une initiative financée par le National Cancer
Institute (NCI/) et le National Human Genome Research Institute (NHGRI) aux Etats-Unis. Cet
effort collaboratif étendu et concerté visait le développement d’une infrastructure permettant de
rendre publiquement accessible les données génomiques et protéomiques sur une multitude de
cancers afin de mieux en comprendre les bases moléculaires. Dans le cadre de ce projet, des
données ont été produites pour 33 différents types de cancer et les tissus normaux
correspondant pour plus de 11 000 patients. En ce qui a trait au cancer du sein, le projet TCGA
a caractérisé plus de 1097 carcinomes canalaires et lobulaires invasifs pour lesquels les
données clinicopathologiques et des données génomiques concernant I'expression des exons,
des ARNm, des miRNA et des protéines, ainsi que les SNP, les mutations, les altérations du
nombre de copies des génes et la méthylation de '’ADN, sont disponibles pour plus de 1000
cas. Les données sur I'expression des ARNm ont été obtenues par micropuce a ADN (Agilent
G4502A 244K array) ou par RNA-Seq /IRNA-Seq V2 (TCGA, 2012).

ENCODE

Le projet Encyclopedia of DNA elements (ENCODE) a été développé afin de procurer a la
communauté scientifique une annotation du génome humain avec des éléments fonctionnels
potentiels incluant les génes, les transcrits d’ARN, les régions régulatrices de la transcription,
I'accessibilité de '’ADN, les modifications des histones, les sites de liaison des facteurs de
transcription et la méthylation de 'ADN. Un consortium de groupes internationaux ayant
diverses expertises dans les données de génomique fonctionnelle a haut de débit a été mis sur
pied afin d’étudier ces éléments épigénomiques dans une variété de lignées cellulaires

normales et cancéreuses (The ENCODE Project Consortium, 2011).
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Roadmap Epigenomic

De fagon semblable a ce qui a été fait dans le projet ENCODE, une segmentation de
I'état de la chromatine a été déterminée dans le projet Roadmap epigenomics. Un modéle de
Markov caché (Ernst et al., 2012), éventuellement appliqué a I'ensemble des 127 épigénomes,
a d’abord été entrainé sur les 60 épigénomes ayant la plus haute qualité en utilisant I'ensemble
des cing marqueurs de chromatine analysés dans tous les épigénomes (H3K4me3, H3K4me1,
H3K27me3, H3K9me3, H3K36me3). Un modele a 15 états a été sélectionné et a ensuite été
utilisé pour calculer la probabilité a posteriori de chaque état pour chaque boite (« bin »)
génomique dans chaque épigénome de référence. Les régions ont été étiquetées en utilisant
I'état avec la probabilité a posteriori maximale (Gascard et al., 2015, Roadmap Epigenomics
Consortium et al., 2015).

CEEHRC

Le Canadian Epigenetics, Environment and Health Research Consortium (CEEHRC) est un
réseau financeé par les Instituts de recherche en santé du Canada (IRSC) et génome Canada et
qui est dirigé par un ensemble de chercheurs canadiens. Le CEEHRC est un des instituts qui

contribuent au International Human Epigenome Consortium (IHEC).

Pour les glandes mammaires, quatre types cellulaires ont été isolés par le CEEHRC a
partir de six donneuses préménopausées en bonne santé subissant une réduction mammaire.
Les cellules luminales matures (CD49f EPCAM""), les cellules progénitrices luminales (CD49f"
EPCAM"®"), les cellules basales (CD49f" EPCAM"°*") et les cellules stromales (CD49f EPCAM™
) ont été isolées aprés exclusion des cellules positives pour d’autres types cellulaires du stroma
(CD45" ciblant les cellules hématopoiétiques, CD31" pour les cellules endothéliales et les
cellules DAPI" pour identifier les cellules mortes). Les types de cellules similaires provenant des
six individus ont ensuite été regroupés en proportions égales pour analyse (Pellacani et al.,
2016). Une analyse génomique a été réalisée pour l'expression des génes, la méthylation de
I'ADN et six modifications des histones (H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3, H3K9me3

et H3K36me3) pour chacun des quatre sous-ensembles (Pellacani et al., 2016).

THE HUMAN PROTEIN ATLAS

Le site Web « Human Protein Atlas » regroupe des données de protéomiques basées sur les
anticorps contenant plus de 400 000 images a haute résolution de 20 types de cancers
différents et de plus de 48 tissus normaux marqués avec plus de 700 anticorps. Chaque image

a été annotée par un pathologiste. Ces images sont issues de biopsies conservées dans la
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paraffine. Ces échantillons ont été utilisés pour construire des lames de microréseaux de tissus
(« tissue microarray » ou TMA), lesquelles ont été marquées par immunohistochimie
automatisée. Des anticorps primaires rigoureusement validés ont été utilisés. Pour GJA1, deux
anticorps différents ont été utilisés. Un polymére de visualisation au dextran combinant deux
réactifs permettant I'amplification spécifique du signal a été utilisé : la peroxydase de raifort
(« horseradish peroxydase ») ainsi que la phosphatase alcaline (« alkalin phosphatase »). Les
noyaux de chaque échantillon ont été contremarqués avec de I'hématoxyline (Uhlen et al.,
2005). Pour GJA1, le Human Protein Atlas rend disponible cinqg images de tissus normaux de
glandes mammaires provenant de quatre patientes ainsi que 42 images de cancers du sein

provenant de plusieurs patientes différentes.
Outils bioinformatiques

R/R studio

R est 'un des logiciels les plus couramment utilisé pour le traitement et 'analyse statistique de
données. C’est un logiciel libre d’accés (« open source ») qui utilise le langage de
programmation S qui permet d’exécuter les analyses statistiques de base. Cependant, il existe
des extensions, également en libre accés, permettant d’élargir considérablement I'éventail des
possibilités. Une large communauté d’utilisateurs est également accessible sur le Web pour le
support technique. R Studio est une interface d’utilisation graphique gratuite pour l'utilisation de

R. Une partie des analyses statistiques ont été complétées avec le logiciel R et R Studio.

Bioconductor

Bioconductor a également été utilisé afin de compléter les analyses multiomiques. Bioconductor
est une extensions en libre acceés basé sur le langage de programmation R qui permet 'analyse
de données de génomique a deébit élevé. L'extension permet I'importation des données de
micropuces a ADN et de séquencage d’ARNm. Il permet, entre autres, 'annotation des génes,
le contrble de qualité des données, la normalisation, 'analyse de I'expression différentielle, le
regroupement des échantillons et leur classification. Il permet également I'accés a des
interfaces comme GEO, ArrayExpress ou Genome Browser. Il offre un accés a des analyses
statistiques et graphiques des résultats. Une série de logiciels gratuits peuvent étre utilisés afin
de compléter les analyses nécessaires a un projet tel que le travail d’analyse et de
représentation des données. Il n’est pas possible de les nommer tous ici, mais parmi les plus
importants que nous avons utilisés, on retrouve : 1) ggplot2, permettant de générer des

graphiques (Wickham, 2016); 2) Gviz pour les représentations graphiques des annotations
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génomiques (Ex : RNA-Seq, modification des histones, méthylation) (Hahne et al., 2016); 3)
DeepBlueR, permettant de consulter les données du CEEHRC ainsi que d’autres données
(Albrecht et al., 2016, Albrecht et al., 2017).
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ANNEXE Il LES LIMITES DE CE PROJET

La compréhension de la régulation des jonctions cellulaires dans I'organogenése des glandes
mammaires est essentielle afin de déterminer comment une dérégulation peut mener a des
pathologies telles que le cancer. Nous avons utilisé plusieurs types de données a haut débit
telles que des données d’expression, d’altération du nombre de génes et de mutations
provenant de glandes mammaires normales et de tissus cancéreux. Nous avons également
utilisé des profils d’expression, de méthylation de 'ADN et de modification des histones des
différents types cellulaires de la glande mammaire. Notre analyse des bases de données
publiques nous a permis de rendre accessible les données bioinformatiques concernant GJAT a
la communauté des jonctions gap. Il est cependant important de garder a 'esprit les différentes

limitations de cette étude.

Limite des données a haut débit

Bien entendu, l'interprétation des données a haut débit telles que d’expression de TARNm et de
la méthylation de 'ADN de GJAT dans les tissus tumoraux ou normaux et obtenues pour de
larges cohortes de patients est limitée par plusieurs facteurs. Les tissus cancéreux ou normaux
entiers comprennent plusieurs types de cellules, notamment les cellules tumorales et/ou
normales, les cellules myoépithéliales, les fibroblastes, les CAFs, les cellules immunitaires et
les cellules endothéliales. De plus, les tumeurs sont également hétérogénes et génétiquement
diversifiées (Turashvili et al., 2007) suivant 'accumulation de modifications génétiques dans
certaines sous-populations cellulaires ou une variation locale du microenvironnement. Une
grande portion des données utilisées dans ce projet ne permet donc pas d'évaluer finement
I'expression de cellules ni en fonction du type cellulaire, ni de leur localisation spécifique dans la

tumeur.

En effet, si les stades du cancer du sein sont basés sur la taille et la propagation de la
maladie dans les tissus voisins ou dans des sites éloignés, les profils d'expression de 'TARNm
ne tiennent compte que de l'expression génique dans un échantillon prélevé en un endroit
précis de la tumeur et comprend a la fois la tumeur et le stroma de la tumeur. Des informations
morphologiques importantes sont donc perdues. Au cours de la progression du cancer, les
cellules néoplasiques acquiérent la capacité d'envahir les tissus environnants et atteignent

éventuellement le systéme sanguin ou lymphatique, ce qui leur permet de se propager a

265



d'autres organes (Valastyan et al., 2011). En fonction du stade et de leur localisation au sein de
la tumeur ou du tissu, ces populations de cellules tumorales font face a des défis différents
selon les processus réalisés et le microenvironnement qui les entoure et pourraient afficher des
profils d’expression reflétant une adaptation un microenvironnement local (Valastyan et al.,
2011).

Niveau protéique et localisation cellulaire de GJA1

Il est également important de garder a I'esprit qu’afin d’assumer leur fonction de communication
intercellulaire, les jonctions gap doivent étre assemblées de fagon appropriées et étre insérées
a la membrane. Les canaux doivent également avoir la capacité de s’ouvrir et de se fermer en
réponse a des stimulus. Il est impossible de conclure sur le statut fonctionnel de GJA1
seulement a partir des données génomiques ou d’expressions géniques utilisées pour
'ensemble de ces études. Les données protéiques disponibles dans les bases de données
utilisées sont généralement obtenues par Reverse phase protein array (RPPA) ou par
spectrométrie de masse, deux techniques qui ne permettent pas de déterminer la localisation, ni
le statut fonctionnel de GJA1. D’autres banques de données telles que The human protein atlas
nous ont permis d’étudier I'expression protéique et la localisation de GJA7 sans toutefois qu’'un

sous-type ne soit assigné a chaque échantillon.

Demi-canaux et cancer

Les connexons appariés avec un connexon d’une cellule voisine permettent la communication
intercellulaire. Cependant, les connexons non-appariés (demi-canaux ou « hemichannels »)
sont impliqués dans I'échange de petites molécules entre le cytoplasme et le milieu
extracellulaire et assurent ainsi certaines fonctions, tant en conditions physiologiques que
pathologiques (Rhett et al., 2018). Les demi-canaux de GJA1 seraient potentiellement impliqués

dans le processus d’inflammation, un processus intimement lié au cancer (Rhett et al., 2018).

Peu d’études se sont intéressées a l'existence de demi-canaux de GJAT dans les
glandes mammaires. Cependant, il a été suggéré que dans le cancer du sein, des demi-canaux
présents dans les cellules du stroma procureraient une voie de passage pour la sécrétion d’ATP
extracellulaire, participant ainsi a une signalisation pro-inflammatoire et au recrutement de
macrophages et de neutrophiles associés aux tumeurs, lesquels favorisent la progression
tumorale (Rhett et al., 2018). Cependant, malgré le réle non-négligeable que jouent les demi-
canaux de GJAT1 dans [linflammation, et malgré l'importance de [Iinflammation dans

I'établissement du cancer, peu d’études se sont jusqu’a présent penchées sur la question (Rhett
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et al., 2018). Malheureusement, il n’a pas été possible d’aborder cette question potentiellement
importante pour comprendre la biologie du cancer dans cette étude, vu la nature des données

bioinformatiques.

Modifications post-traductionnelles

L’activité des connexines dépend de plusieurs modifications post-traductionnelles dont la
SUMOylation, la S-nitrosylation, la palmitoylation, la phosphorylation et I'ubiquitination. La
phosphorylation est de loin la modification ayant été la plus étudiée jusqu’a présent. L’ajout de
groupements phosphates sur des résidus serine, thréonine ou tyrosine d’au moins 16
phosphosites de GJA1, survient principalement sur la longue portion C-terminale de GJA1
(Figure 20). De nombreuses kinases et phosphatases, telles que Casein kinase (CK1), Protein
kinase A (PKA), Protein kinase C (PKC), les Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) et SRC
Proto-Oncogene (SRC), agissent sur des sites spécifiques régulant le transport a la membrane,
'assemblage en jonctions gap, 'endocytose, la taille des plaque jonctionnelles, I'ouverture des
canaux, la dégradation et les interactions protéine-protéine, et controlent ainsi la GJIC (Aasen
et al., 2018). La portion C-terminale de GJA1 n’adopte pas de structure secondaire définie (ex :
hélices qa, feuillets ), mais plutét une structure variable et dynamique qui peut étre considérée
comme une protéine intrinséquement désordonnée (« intrinsically disordered protein » ou IDP)
(Grosely et al., 2013). La phosphorylation de GJA1 provoque, entre autres, des changements
de charge, d’hydrophobicité et de conformation, pouvant mener a une modification du contenu
d’hélices a de la portion C-terminale. Dans le cancer du sein, il a d’ailleurs été démontré que la
phosphorylation de GJA1 était modifiée comparativement aux tissus normaux (Gould et al.,
2005). Cependant, cet aspect important de la vie protéique de GJA1 n’a pas pu étre évalué lors

de notre analyse des données d’expression.

Contrédle traductionnel de GJA1

Un site d'entrée ribosomique interne (« internal ribosomal entry site » ou IRES) est une
séquence de nucléotides, souvent située dans la région 5° UTR de 'ARNm, qui permet une
initiation de la traduction indépendante de la coiffe (« cap-independent translation ») (Aasen et
al., 2018). Les IRES permettent ainsi une traduction en l'absence des modifications
habituellement retrouvées sur le nucléotide de I'extrémité 5° UTR des ARNm et considérées
comme importantes pour la liaison des facteurs d’initiation de la traduction (Aasen et al., 2018).
Il a été démontré qu’un IRES présent sur le 5 UTR de GJAT induisait la traduction d’isoformes

tronquées de GJA1 (Schiavi et al., 1999, Smyth et al., 2013). Une de ces isoformes, appelée
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20k, contribuerait a 'assemblage des jonctions gap, dans différents tissus sains et dans des
lignées cancéreuses (Salat-Canela et al., 2014, Schiavi et al., 1999, Smyth et al., 2013). Par
contre, son réle dans la régulation de I'expression et de la fonction de GJA1 a peu été étudié
dans le cancer du sein et ses différents sous-types. Une étude récente a démontré que dans les
cellules de sous-type luminal, GJA1 était associée avec un phénotype moins différencié et sa
transcription était drastiquement diminuée avec un inhibiteur de transcription par IRES
(Vaklavas et al., 2018). Bien que cette étude n’ait pas analysé I'expression de 'ARNm, ces
résultats suggérent I'existence d’un autre mécanisme important de régulation de I'expression de

la protéine de GJA1 dans le cancer du sein.

GJA1 et les miRNA

Les microARN (miARN) matures sont des ARN non codant a un seul brin d’environs 22
nucléotides. Ceux-ci inhibent I'expression d’ARNm spécifiquement ciblés par I'appariement de
bases de Watson-Crick entre le miARN et des séquences généralement localisées dans la
région 3' UTR des ARNm, soit en inhibant la traduction ou encore en clivant TARNm (Oyamada
et al., 2013, Vinken, 2016). L’étude des miARN est assez récente, mais un nombre croissant
d’évidences démontrent que ceux-ci jouent un réle important dans la régulation de I'expression
de GJAT. De nombreux miARN se lieraient a la région 3' de GJAT1, dont miR-206, miR-1 et
plusieurs autres, et affecteraient I'expression de fagon directe ou indirecte (Oyamada et al.,
2013). Des données sur les miARN sont disponibles pour le projet TCGA, mais n'ont pas été

analysées au cours de ce projet.
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ANNEXE IV LES SUITES DU PROJET : DETAILS DES
PROCHAINES ANALYSES ET EXPERIMENTATIONS POTENTIELLES

Evaluer I’expression de I’ensemble des connexines dans les glandes
mammaires et le cancer du sein

Chez 'humain, il existe vingt-et-une connexines, dont I'expression varie dans le temps ainsi
qu’en fonction du tissu. Chaque tissu peut exprimer plusieurs connexines et ces différentes
connexines peuvent parfois former conjointement des plaques jonctionnelle ou méme des
connexons hétéromériques (Aasen et al., 2018). Puisque le rble des différentes connexines
présentes dans un tissu peut également étre redondant, il est important de bien dresser un

tableau d’ensemble de I'expression des connexines dans les glandes mammaires.

GJA1 est une des connexines les plus exprimées et les plus étudiées. Elle est présente
dans les cellules myoépithéliales des glandes mammaires humaines, tandis que la Cx26 est
exprimée dans les cellules luminales. Il a été suggéré que d’autres connexines pourraient étre
exprimées dans les glandes mammaires, incluant GJB6 (Cx30) et GJB1 (Cx32) qui sont
exprimées dans les glandes mammaires de souris et de rat. A notre connaissance, I'expression
des autres connexines n’a pas été évaluée dans les glandes mammaires humaines.
L’expression ou l'absence des différentes connexines devrait étre déterminée afin de mieux

cerner les fonctions attribuables spécifiquement a GJAT.

Notre analyse des profils d’expression de 'TARNm et des protéines dans les glandes
mammaires normales et le cancer du sein nous ont permis d’évaluer I'expression de I'ensemble
des connexines dans ces tissus sans toutefois que ces résultats ne soient inclus dans les
publications issues de ce projet (Figure 26). Dans les glandes mammaires normales, nos
résultats démontrent que 'ARNm de la GJA4 (Cx37), la GJAS (Cx40), la GJC2/GJA12
(Cx46.6/Cx47) et la GJC3 (Cx29/Cx31.3/Cx30.2) sont exprimées a des niveaux similaires ou
supérieurs a GJAT (Cx43) qui est exprimée fortement. Nos résultats indiquent également que
GJB2 (Cx26) est fortement surexprimée dans le cancer du sein comparativement aux tissus

normaux (Figure 26).
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Figure 26. Expression de ’ARNm des connexines humaines dans les glandes mammaires

normales et le cancer du sein

Les données de TCGA ont été utilisées afin de déterminer I'expression de 20 connexines humaines dans
les glandes mammaires normales (panneau supérieur) et dans I'ensemble des cancers du sein, tous
sous-types confondus (panneau du bas). Données pour chacune des sondes ciblant les connexines.
Aucune donnée n’était disponible pour la GJAG, qui est parfois considérée comme un pseudogéne chez
’lhumain (Harris et al., 2009). Source : Mélanie Busby.

Au niveau de la protéine, une analyse préliminaire des données du projet The Human
Protein Atlas supporte I'expression de plusieurs connexines qui, au meilleur de notre
connaissance, n'ont jamais été rapportées dans les glandes mammaires normales ni dans le
cancer du sein. Parmi les connexines exprimées fortement au niveau de 'ARNm dans les
glandes mammaires normales (GJA4, GJAS, GJC2, GJC3), on peut noter que GJA4 affichait
une expression localisée dans ce qui semblait étre de petites cellules présentes dans

I'épithélium dans le seul échantillon disponible (Figure 27E). GJAS montrait un faible marquage
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épithélial dans les deux échantillons disponibles (Figure 27G). GJC3 montrait un fort marquage
luminal dans les trois échantillons disponibles (Figure 27S). Aucun marquage n’était disponible
pour GJC2. Il est également intéressant de noter que GJB17 (Cx32), dont I'expression dans les
glandes mammaires humaines est discutée, montrait une expression luminales (Figure 27M).
De plus, GJD2 marquait ce qui semble étre de I'endothélium (Figure 27U), tandis que GJD4

marquait pour sa part la périphérie du noyau des cellules luminales (Figure 27W).

Dans le cancer du sein, parmi les connexines ayant une forte expression de TARNm
dans les tissus normaux (GJA4, GJAS, GJC2, GJC3), GJA4 et GJAS affichaient clairement une
expression protéique (Figure 27F, H). Encore une fois, aucun marquage n’était disponible pour
GJC2. GJB2 (Cx26), qui est connue pour étre exprimée dans les cellules luminales, et GJB1
(Cx32) affichaient un marquage important dans le cancer, du moins dans certains cas (Figure
27P, N). De plus, il a également été possible d’observer une forte expression pour GJD2
(Figure 27V).

Les données de The Human Protein Atlas pourraient étre explorées plus en profondeur
pour la suite de ce projet, notamment pour éventuellement vérifier les données disponibles pour
la validation de chaque anticorps et pour évaluer I'expression des connexines dans I'ensemble

des échantillons (protéine et ARN).

Ce portrait plus global suggére que le nombre connexines exprimées dans la glande
mammaire pourraient étre plus grand qu’initialement appréhendé, tant en contexte
physiologique que pathologique. Puisque, au meilleur de notre connaissance, I'expression de
ces connexines n’a jusqu’a présent pas été rapportée dans la littérature, le présent projet n’a
pas tenu compte de leur existence. La communication intercellulaire au sein des tissus normaux
et pathologiques pourrait cependant étre affectée par la présence de ces connexines. Des
travaux futurs pourraient valider 'expression de ces connexines et caractériser leur distribution
géographique et temporelle et ainsi permettre de mieux comprendre la communication

intercellulaire au sein des glandes mammaires.
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Figure 27. Expression de la protéine des connexines humaines dans les glandes mammaires
normales et le cancer

Une analyse préliminaire des Tissue Microarray (TMA) du projet The Human Protein Atlas supporte
I'expression protéique de nouvelles connexines dans les glandes mammaires normales et dans les
cancers du sein. Chaque image représente un exemple de marquage par immunohistochimie avec
lanticorps ciblant la connexine indiquée et pour une coupe entiére. Un exemple le plus représentatif
possible de I'ensemble des marquages est donné. En cas de variabilité, un marquage montrant une
expression forte a été sélectionné. L’expression protéique de GJB3, GJB4, GJB6, GJB7, GJC1, GJC2,
GJD3 n’était pas encore disponible au moment d’analyser les données. Source : Images des TMA du
projet The Human Protein Atlas.

Evaluer la GJIC dans les différents types cellulaires des glandes
mammaires

Plusieurs évidences, éparpillées dans la littérature, suggérent que les cellules luminales
communiquent peu via la GJIC, tandis que les cellules myoépithéliales communiquent
efficacement. Nous avons mise en lumiére le fait que la faible communication intercellulaire
rapportée dans le cancer du sein était potentiellement due a une comparaison inadéquate entre
des cellules tumorales, potentiellement issues de cellules relativement différenciées qui
expriment peu GJA17, a des tissus ou des cellules comprenant des cellules myoépithéliales,
exprimant fortement GJA7. Une étude comparant la communication cellulaire dans des cellules
tumorales et dans les différents types cellulaires des glandes mammaires normales fraichement
isolées permettrait d’obtenir un portrait plus représentatif de la capacité a communiquer de
chacun de ces types de cellules. Les différents types cellulaires pourraient étre séparés par
cytométrie en flux a I'aide de marqueurs reconnus tels que ceux utilisés pour trier les différentes
populations dans les projets de Roadmap Epigenomics et du CEEHRC, puis mis en culture afin
d’analyser la GJIC.

Revoir la littérature sur le réle de GJA1 dans la migration et I'invasion

Le paradigme dominant concernant GJA1 dans les derniéres années stipulait que GJAT
favorisait la différenciation et 'adhésion cellulaire des cellules luminales et que ces fonctions
étaient altérées pendant le cancer (El-Sabban et al., 2003, Mroue et al., 2011, Talhouk et al.,
2013, Talhouk et al., 2008). On considérait généralement que GJA 1 contribuait a prévenir TEMT
(McLachlan et al., 2006, Shao et al., 2006) et qu'advenant TEMT, GJA1 était exprimée moins
fortement ou perdait sa localisation membranaire et ses fonctions canoniques. Pourtant, au

cours des années, un nombre important d’évidences démontrant que GJA17 pourrait jouer un
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réle actif dans 'EMT, la migration, l'invasion et les cellules souches se sont accumulées, mais

demeuraient négligées dans les revues de littératures.

Ce n’est que récemment que la GJA1 est apparue comme un facteur pouvant contribuer
de fagon importante a la migration et a l'invasion des cellules, sur la base de ce nombre
croissant d’évidences (Kameritsch et al., 2012). Des exemples bien documentés de ce réle
dans les tissus normaux comprennent la migration des précurseurs neuronaux vers le cortex
(Cina et al., 2009, Elias et al., 2007, Kotini et al., 2015), la migration des astrocytes au cours du
développement cérébral ou de la formation de cicatrices (Homkajorn et al., 2010, Kotini et al.,
2015), ou la migration des cellules de la créte neurale vers le coeur au cours de I'embryogenése
(Huang et al., 1998, Kotini et al., 2015, Lo et al., 1999, Xu et al., 2006).

Il serait profitable de rassembler les évidences supportant le réle de GJA7 dans 'EMT,
I'invasion et la migration et les cellules souches afin de porter cette littérature a I'attention de la
communauté des jonctions gap. Cette revue de littérature pourrait porter sur les conditions
pouvant favoriser un réle de GJA7 dans ces processus. Plusieurs questions pourraient étre
explorées également de fagon expérimentale, notamment si GJA71 favorise la migration
lorsqu’elle est localisée a la membrane ou dans le cytoplasme, ou encore alors que la GJIC est
possible ou non. Une attention particuliere pourrait étre portée pour déterminer si les demi-
canaux pourraient étre impliqués. Ces données pourraient permettre a la communauté

scientifique de mieux comprendre la contribution de GJA1 a la progression métastatique.

Explorer le lien entre la régulation de GJA1 et les génes associés au
mésenchyme

Nos résultats ont démontré que GJA1T était exprimée conjointement avec des génes associés
au mésenchyme et a 'EMT dans le cancer du sein, particulierement dans le sous-type Her2e,
mais également dans d’autres types de cancer. Cette association pourrait signifier que
'expression de I'ensemble de ces geénes est soumise a des mécanismes de régulation
communs. Nous avons émis I'hypothése que cette coexpression émanait probablement au
cours de lactivation des fibroblastes, mais pourrait également survenir dans les cellules
tumorales subissant 'EMT, les cellules souches ou les cellules myoépithéliales. Dans la
littérature, plusieurs études rapportent une association positive entre I'expression de GJA17 et
les génes mésenchymateux ou 'EMT (Aomatsu et al., 2012, Asiedu et al., 2011, James et al.,
2018, Lachaud et al., 2013, Lin et al., 2013, Ryszawy et al., 2014, Stoletov et al., 2013), tandis
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que d’autres montrent une association négative (Hills et al., 2012, Lim et al., 2009b, Meng et al.,
2013, Yu et al., 2014a) suggérant que cette association dépend du contexte moléculaire au sein
duquel GJAT est exprimée. Une meilleure compréhension des voies de signalisation associées
a 'EMT et potentiellement impliquées dans la régulation de GJA71 permettraient de mieux

comprendre le rble de GJAT dans la progression métastatique.

Comprendre le réle de GJA1 dans les fibroblastes

Nos résultats ont montré que dans la glande mammaire normale, GJA71 était exprimée
fortement dans les cellules myoépithéliales et les fibroblastes (Article 3, Figure 5). Il donc
pertinent d’approfondir la compréhension de [I'association entre GJA7T et les génes
mésenchymateux a partir de cellules exprimant normalement GJA7. Ces questions pourraient
étre explorées dans les cellules myoépithéliales qui sont susceptibles de jouer un réle important
dans la formation de la barriére basale et dans la suppression des métastases. Cependant, peu
de lignées myoépithéliales sont disponibles et celle que nous possédons (Hs 578Bst) prolifere
trés lentement et subit la sénescence aprés quelques passages, rendant l'utilisation de ces
cellules trés laborieuse. Nous avons également mentionné que les cellules myoépithéliales et
les fibroblastes sont difficilement distinguables a partir de leur profil d’expression, ce qui
suggeére que des voies de signalisation similaires sont actives et que les fibroblastes pourraient

étre un modéle pertinent pour mieux comprendre la régulation de GJAT.

Afin de faciliter la sélection de modéles adéquats, nous avons rapporté I'expression de
GJA1 et des génes mésenchymateux dans les lignées cellulaires de cancer du sein (Article 2,
Figure 6). Ces données pourraient contribuer a choisir un bon modéle, tel que la série de
cellules Hs exprimant des niveaux élevés de GJAT et de génes mésenchymateux et possédant
un phénotype fibroblastique (en vert sur la figure). Des cultures primaires de fibroblastes
mammaires non-cancéreux pourraient également étre utilisées. Enfin, puisque la coexpression
entre GJAT et les génes mésenchymateux est susceptible de refléter une activation des
fibroblastes, I'effet d’'une exposition a des facteurs contribuant a I'activation des fibroblastes

(tels que TGF-B) sur I'expression de GJA7 pourrait également étre étudiée.

Explorer le lien entre GJA1 et les facteurs de transcription associés a 'EMT

Plusieurs études ont montré un lien fonctionnel entre I'expression de GJA1 et certains facteurs
de transcription associés a 'EMT tels que SNA/2 (Aomatsu et al., 2012), un des facteurs de
transcription associé a 'EMT les plus fortement corrélés a GJA1. SNAI2 est considéré comme

un déterminant important de la différenciation dans les glandes mammaires (Phillips et al.,
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2014a) et contribue a la suppression du phénotype épithélial (Phillips et al., 2014b) et au
contréle des cellules souches normales et cancéreuses (Nassour et al., 2012). SNAI2 a
également été associée au phénotype d’EMT partiel (Leroy et al., 2007). Une étude utilisant la
surexpression et I'ablation de I'expression de SNA/2 ou d’autres facteurs de transcription

coexprimés avec GJA1T pourrait permettre d’identifier certains liens fonctionnels.

Explorer le lien entre GJA1 et FEMT

Il serait pertinent déterminer si I'induction de 'EMT active ou réprime I'expression de GJA1 dans
les cellules des glandes mammaires en fonction de différents paramétres. Par exemple, il est
possible que le lien entre GJA1 et TEMT varie en fonction de différents agents induisant 'EMT,
de la dose, du temps expérimental ou du type cellulaire (par exemple dans les cellules
cancéreuses, les cellules myoépithéliales ou dans les fibroblastes). Certaines études ont
également suggéré qu’une forte densité cellulaire et la présence de jonction pourrait favoriser la
différenciation et prévenir I'induction de 'EMT (Cichon et al., 2015, Masszi et al., 2004). Il est
donc possible que la densité cellulaire affecte également la régulation de GJA7. Une fois que
fois les conditions ou 'EMT provoque l'induction de GJA1 seront mieux cernées, I'effet de la
modulation de I'expression de GJA17 sur différents marqueurs de I'EMT, tels que a-SMA,

pourraient révéler si GJA7 joue un réle actif dans 'EMT.

Déterminer les partenaires d’interaction de GJA1 en contexte mésenchymateux

Une étude précédente visant a déterminer les partenaires d’interaction de GJA7 dans les
chondrocytes rapportait une interaction avec certains génes de notre liste de génes
mésenchymateux coexprimés avec GJA7T1 (Gago-Fuentes et al., 2015). Une étude par
spectrométrie de masse dans des tumeurs ou des cellules ayant une expression élevée de
GJA1 et de génes mésenchymateux pourrait potentiellement mettre en évidence des
partenaires d’interaction de GJA7T parmi la liste de génes mésenchymateux coexprimés. Ces
génes pourraient étre comparés avec ceux obtenus dans I'étude mentionnée précédemment
(Gago-Fuentes et al., 2015). Ces informations, suivies d’expérimentations de validation,

pourraient permettre de mettre en lumiére de nouveaux partenaires d’interaction de GJA1.

Etudier la localisation de GJA1 dans les tumeurs Her2

Nous avons trouvé que dans les tumeurs Her2e, GJA1 était coexprimée avec des génes

associés avec la progression du cancer, et particulierement dans le stroma, et qu'une forte
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expression de GJA1T était associée avec un moins bon pronostic (Article 2). Nos résultats
(Article 1, Figure 2), ainsi que d’autres études, suggérent que GJAT est exprimée le plus
faiblement dans les tumeurs Her2" elles-mémes (Fu et al., 2015, Park et al., 2010), tandis que
d’autres démontrent que la présence des CAFs est plus importante dans les tumeurs Her2" et
celles de grade élevé (Dabiri et al., 2013, Surowiak et al., 2006). De plus, des évidences
récentes suggeérent que GJAT pourrait jouer un réle important dans 'activation des fibroblastes
dans le coeur (Asazuma-Nakamura et al., 2009, Cao et al., 2018, Zhang et al., 2010), les
poumons (Paw et al., 2017) et dans la fibrose induite par la morphine (Wu et al., 2018).
L’ensemble de ces données suggére que GJAT pourrait contribuer a I'activation des fibroblastes
présents dans le stroma, que la coexpression observée dans les profils d’expression refléterait
cette localisation, et que celle-ci serait mise en évidence par la faible expression de GJA1 dans

les cellules tumorales dans les tumeurs Her2e.

Une analyse de [Iexpression protéique par immunofluorescence ou par
immunohistochimie dans les tumeurs de sous-type Her2e permettrait de déterminer 1) si GJA1
est exprimée dans ces tumeurs et/ou leur stroma, 2) si, dans le stroma, cette expression est
localisée dans les fibroblastes (en utilisant également des marqueurs de fibroblastes
appropriés), 3) si cette expression est membranaire ou cytoplasmique et 4) si cette expression,
gu’elle survienne dans les tumeurs ou dans le stroma, y est corrélée a I'expression de génes
mésenchymateux. Ces données pourraient permettre d’éliminer certaines hypothéses quant a

la provenance de la coexpression de GJAT et des génes mésenchymateux.

Cette étude comporte cependant plusieurs difficultés. D’abord, seulement 15 a 20% des
cancers du sein sont du sous-type Her2, ce qui réduit leur accessibilité. Parmi ces tumeurs,
certaines expriment des niveaux faibles et d’autres des niveaux plus élevés de GJAT et de
génes mésenchymateux, réduisant encore le nombre de tumeurs permettant d’étudier cette
coexpression. Ensuite, la variabilité observée dans les tumeurs rend l'observation d’une
corrélation plus laborieuse. De plus, nos analyses ont porté sur I'expression de TARNm qui n’est
pas nécessairement corrélée avec I'expression protéique. Par exemple, pour GJAT,
I'expression protéique est relativement bien corrélée dans 'ensemble des tumeurs (Article 1,
Figure 1). Cependant, dans les tumeurs Her2e, I'expression de GJA1 est plus faible et moins

bien corrélée (Figure 28).
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Figure 28. Expression de ’ARNm et de la protéine de GJA7 dans les tumeurs Her2e

L’ARNm et la protéine de GJA1 sont faiblement corrélées dans les tumeurs Her2 (r = 0,2964, p = 0,1332,
n = 22). Source : Image de Mélanie Busby.

Il est également a noter que plusieurs des génes mésenchymateux coexprimés avec
GJA1 encodent des protéines de la ECM. Ces protéines, comme le collagéne, sont
habituellement difficiles & marquer en immunohistochimie vu leur organisation en fibrilles et leur
importante réticulation a d’autres protéines. Elles requiérent donc une préparation spécifique
des échantillons de tumeurs. L'ensemble de ces éléments complique I'observation de la
corrélation entre GJA1 et les génes du mésenchyme au niveau protéique et rend la sélection de

marqueurs adéquats trés importante.

L’utilisation de tissus pour lesquels les profils d’expression sont disponibles pourrait
permettre de sélectionner deux groupes de tumeurs exprimant fortement ou faiblement GJA1 et
les génes mésenchymateux au niveau de 'ARNm afin de comparer le niveau d’expression de
ces deux parameétres. L’utilisation d’échantillons de tumeurs pour lesquelles le profil
d’expression est déja connu permettrait ainsi d’améliorer les chances de bien cibler les tumeurs
a utiliser afin qu’elles représentent une bonne variabilité en terme d’expression de GJAT et de
génes mésenchymateux. Pour ce qui est de la sélection des marqueurs, il serait important de
choisir des génes qui ont un intervalle d’expression assez étendu pour permettre une distinction

d’expression entre les tumeurs ayant une faible et une forte expression des génes étudiés.

278



Evaluer I’expression de GJA1 au front d’invasion des tumeurs

Afin de compléter le processus de migration et d'invasion nécessaire pour rejoindre les tissus
avoisinants de la tumeur et éventuellement le systéme circulatoire, il a longtemps été considéré
que les cellules épithéliales cancéreuses devaient de détacher de l'adhésion aux cellules
adjacentes, un processus généralement associé a une diminution des jonctions cellulaires.
Cependant, I'existence d’amas multicellulaires de CTCs exprimant des génes mésenchymateux
est en porte-a-faux avec l'idée dominante selon laquelle TEMT engendre des cellules solitaires
et hautement migratoires. Il a initialement été suggéré que ces amas de CTCs étaient dérivés
soit de I'agrégation intravasculaire de CTCs solitaires présentes dans la circulation, soit de la
prolifération de CTCs solitaires dans le systéme vasculaire pour former des agrégats. Des
recherches récentes ont plutét suggéré que les amas de CTCs sont d’origine oligoclonales et
entrent ensemble dans la circulation en tant que groupe de cellules tumorales par migration
collective (Aceto et al., 2014), remettant en question I'association entre les cellules solitaires et
TEMT. La migration collective en tant que groupes multicellulaires ou l'adhésion intercellulaire
est maintenue est désormais reconnue dans le cancer (Cheung et al., 2013, Friedl et al., 2011)
et la présence d’amas de cellules circulantes a été associé a un pronostic plus défavorable
(Aceto et al., 2014), suggérant que linteraction entre cellules tumorales favorise leur survie

dans la circulation (Giuliano et al., 2018).

Dans les deux types de migration, uni- ou multicellulaire, les cellules se polarisent
d’abord et remodélent leur cytosquelette afin de former une protrusion permettant I'avancée.
Elles s'engagent ensuite avec le substrat extracellulaire via I'adhésion des récepteurs de la
surface cellulaire couplés au cytosquelette. Une protéolyse contrblée localement crée alors un
espace pour la cellule en progression et modifie les propriétés mécaniques des tissus
environnants. Dans la migration individuelle, la cellule principale crée de petites pistes a travers
lesquelles I'avancée des cellules suivantes est facilitée. Dans la migration collective, le
processus est coordonné au niveau multicellulaire et implique un couplage mécanique par les
jonctions cellulaires. La contraction et le renouvélement des molécules d'adhésion cellule-
cellule et cellule-matrice derriére la cellule permettent enfin la translocation du corps cellulaire
(Friedl et al., 2011).

D’une part, les jonctions cellulaires jouent un réle important dans la migration collective
des cellules tumorales. D’autre part, les profils d’expression des tumeurs indiquent que GJAT
est exprimée avec des génes du mésenchyme sans toutefois que I'expression des génes

typiquement épithéliaux ne soient diminués. Bien que ces observations pourraient également
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étre expliquées par l'infiltration en quantité variable des CAFs dans le stroma ou leur activation
a différents niveaux, il est raisonnable de supposer que GJA1T pourrait contribuer a la migration
collective suivant I'apparition de cellules tumorales affichant un phénotype d’EMT partiel et
exprimant GJAT1. L’analyse du front d’invasion des tumeurs mammaires, particulierement les
tumeurs Her2e, et la recherche d’amas multicellulaires se détachant de la tumeur primaire
pourrait révéler si GJAT et les génes meésenchymateux peuvent étre observés dans ces

structures, suggérant un réle collaboratif dans la progression tumorale.

Déterminer le réle de GJA71 dans le succés de la propagation
métastatique

Nous avons démontré la coexpression de GJAT avec les genes mésenchymateux dans les
tumeurs mammaires sans toutefois pouvoir déterminer si cette coexpression pouvait provenir
des CAFs présents dans le stroma, des cellules tumorales subissant 'EMT, des cellules
souches cancéreuses ou des cellules myoépithéliales associées au cancer. D’'une part, dans
les tumeurs Her2e ou cette coexpression est la plus évidente, nous avons démontré que
I'expression de GJAT est associée a un moins bon pronostic. D’autre part, il a été démontré
auparavant que GJA1T pourrait favoriser la migration transendothéliale par l'interaction avec les
cellules endothéliales (el-Sabban et al., 1991, el-Sabban et al., 1994, Pollmann et al., 2005),
gu’elle est exprimée dans les CTCs au phénotype mésenchymateux (Yu et al., 2013) et qu’elle
est exprimée fortement dans les métastases du cancer du sein (Chao et al., 2012, Kanczuga-
Koda et al., 2006, Lin et al., 2016, Ming et al., 2015a, Ming et al., 2015b, Stoletov et al., 2013).
Ces résultats suggérent que GJAT favorise la survie et I'établissement des métastases par les

CTCs, potentiellement en contribuant au phénotype des CTCs mésenchymateuses.

Plusieurs évidences supportent cette hypothése. Par exemple, suivant I'injection de
cellules murines d’adénocarcinome mammaire 4T1-GFP dans la veine caudale de souris nues
« nude », il a été démontré que I'expression de GJA17T était augmentée a la fois dans ces
cellules marquées au GFP ainsi que dans les cellules endothéliales a 'aire de contact entre les
deux cellules. L’injection de cellules exprimant une forme dominante négative de GJAT menait a
une diminution du marquage de GJA1, tandis qu’une surexpression augmentait le nombre de
tumeurs intravasculaires (Elzarrad et al., 2008). Des observations similaires ont été rapportées
dans le cerveau suite a I'injection intracardiaque de cellules 4T-1 dans lesquelles l'inhibition du
facteur de transcription associé a 'EMT, Twist, réduisait I'expression de GJAT et I'établissement

des métastases (Stoletov et al., 2013).
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Un tel modéle d’injection intravasculaire pourrait étre utilisé afin de mieux comprendre le
réle de GJA7 dans le succées d’établissement des métastases. Les expérimentations pourraient,
par exemple, observer I'effet de la modulation de GJA7 dans ce succés métastatique. A notre
connaissance, la provenance des CTCs ayant un phénotype mésenchymateux ainsi que le réle
gu’elles jouent dans le succés métastatique n’est toujours pas connu. L’injection de cellules
tumorales intravasculaire, avec ou sans fibroblastes activés (par exemple par une exposition au
TGF-B) et exprimant ou non GJAT1, assorti et d’'un suivi de l'établissement des tumeurs

permettrait d’explorer le réle de GJA1 dans I'établissement de tumeurs secondaires.

Méthylation des lignées cellulaires

Nos résultats démontrent que, dans les tumeurs Her2, I'expression de GJA1 est corrélée avec
des génes associés au mésenchyme, a 'EMT, aux cellules souches et a la progression du
cancer. Cependant, dans les tumeurs luminales, bien que le niveau basal de GJA7 semble étre
déterminé par I'expression de ces génes, un sous-ensemble de tumeurs surexpriment GJAT par
rapport a ce qui serait attendu si celle-ci dépendait uniquement des génes mésenchymateux
(Article 2, Figure 4). Dans les lignées cellulaires, une association similaire est observée avec
une concordance entre I'expression des génes mésenchymateux et de GJA1 avec toutefois un
sous-ensemble de lignées cellulaires surexprimant GJAT par rapport au niveau attendu (Article
2, Figure 6).

Nous avons par la suite démontré que dans les tumeurs luminales, une corrélation
inverse était observée entre I'expression de GJAT et la méthylation du géne au niveau de la
sonde 3 située dans le promoteur proximal. Cette association n’était pas observée dans les
tumeurs Her2 (Article 3, Figure 2C). Nos données indiquent que les tumeurs surexprimant
GJA1 par rapport aux valeurs attendues en fonction des génes meésenchymateux ont une
méthylation diminuée au niveau de leur promoteur proximal ce qui suggére un lien avec

I'expression élevée de GJAT (Figure 29).
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Figure 29. Expression de GJA1 et méthylation en fonction du métagéne stromal

Panneau supérieur: Expression de GJA7 en fonction du métagéne mésenchymateux. Panneau
inférieur : compare la méthylation au niveau du promoteur proximal (sonde 3) dans les tumeurs ou GJA1
est corrélé avec le métagéne mésenchymateux (en bas de la ligne rouge) avec les tumeurs ou GJAT est
surexprimée comparativement a ce qui serait prédit en fonction du métagéene mésenchymateux (en haut
de la ligne rouge). Source : Mélanie Busby

Il est donc probable qu’'une conformément a ce qui observé dans les tumeurs, une faible
méthylation du promoteur de GJA17 soit associée a une forte expression de GJA1 en dépit d’'une

faible expression des génes associés au mésenchyme.

Dans les derniéres années, plusieurs profils de méthylation pour des ensembles de
lignées cellulaires sont été rendus publiques. Il serait judicieux de vérifier si la méthylation peut
jouer un rbéle dans I'expression de GJA1 dans les lignées cellulaires en corrélant ces deux
paramétres et en vérifiant comment I'expression de GJA7, la méthylation du geéene et

I'expression des génes associés au mésenchyme varient dans les lignées cellulaires.

Explorer les données existantes de ChIP-Seq

Au cours de ce projet, nous avons exploré les données de ChIP-Seq générées dans le cadre
des projets du CEEHRC et ’ENCODE, et de Roadmap Epigenomics pour les différents types
cellulaires au sein de la glande mammaire et dans diverses lignées cellulaires. Dans les
derniéres années, les données provenant d’'un grand nombre d’expériences évaluant la liaison
de facteurs associés a la transcription ou au remodelage de la chromatine et ayant généré des

données de ChIP-Seq ont été rendues disponibles. Le répertoire de ces données est en pleine
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expansion et risque fort de continuer a s’étendre. Une importante part de ces données est
disponible via la plateforme en ligne ChlP-Atlas (htip://chip-atlas.org). Les données peuvent étre
visualisées et étre soumises a une analyse préliminaire (Figure 30). L’exploration de ces
données pourrait permettre d’élargir la liste des facteurs connus comme se liant a 'ADN de
GJA1 dans divers tissus, dans des types cellulaires spécifiques ou dans des conditions variées.
Elles pourraient également contribuer a préciser le quelle fagon le promoteur proximal et le

promoteur intronique potentiel sont utilisés en diverses circonstances.

Nos analyses préliminaires montrent par exemple que le récepteur aux estrogénes (ER-
a encodé par ESR1) et des cofacteurs de ce récepteur (GAT3 et FOXA1), ainsi que le récepteur
a la progestérone, sont tous retrouvés liés au géne GJAT (Figure 30), supportant une régulation
par les récepteurs hormonaux. De plus, ces résultats montrent la liaison de nombreux facteurs
a un élément situé a environ 5000 bp en amont du 7SS de GJA1. L’inspection des données de
ChlIP-Seq conjointement avec des données d’expression pourraient supporter davantage

I'association entre la liaison des facteurs de transcription et la régulation de I'expression.

Valider la liaison de nouveaux facteurs de transcription interagissant
avec les deux promoteurs de GJA7T1 en fonction des données
d’immunoprécipitation de la chromatine

Notre analyse des données d’'immunoprécipitation de la chromatine suivie de séquengage
(ChiP-Seq) ont permis d’identifier des facteurs de transcription, de suppresseurs de
transcription ainsi que des protéines participant au remodelage de la chromatine se liant aux
promoteurs proximal et intronique de GJA1. La plupart des liaisons ainsi rapportées ont été
observées dans les cellules souches embryonnaires humaines (H1ESC). De plus, d’autres
données de ChIP-Seq sont également disponibles via ChlIP-Atlas et pourraient permettre
d’identifier de nouveaux facteurs (voir la section précédente). La capacité de certains de ces
facteurs a se fixer au promoteur proximal de GJA7 et a moduler la transcription a déja été
démontrée. Cependant, nos résultats ont mis en lumiére la liaison d’'un nombre important de

nouveaux facteurs dont la contribution a I'expression de GJA1 n’a jamais été évaluée.

Des travaux futurs pourraient viser a déterminer si, dans les cellules myoépithéliales et
les fibroblastes mammaires, ces facteurs se lient effectivement au géne de GJAT et si ceux-ci

permettent d’activer ou de réprimer la transcription. Par exemple, les essais de retard sur gel
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Figure 30. Exemple de données accessibles via la plateforme ChIP-Atlas

Exemple des données de ChIP-Seq pour GJA1 disponibles sur la plateforme ChlIP-Atlas en utilisant la
fonction Peak Browser avec les options de base. Source: données visualisées avec Integrative
Genomics Viewer (IGV).

(« Electrophoretic mobility shift assay » ou EMSA) permettent de détecter des interactions
entre 'ADN et une protéine. En comparant la migration sur gel d’'un fragment d’ADN de GJAT,
potentiellement ciblé par certains facteurs, a la migration de ce méme fragment incubé avec un
extrait nucléaire, il est possible d’observer un retard dans la migration du fragment incubé et de
détecter avec des anticorps la présence de facteurs d’intérét lies a 'ADN. L’ajout de I'anticorps
lors de I'incubation (« supershift ») peut également diminuer la vitesse de migration sur gel et

confirmer une fois de plus la liaison ADN-protéine. Des analyses similaires pourraient
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également permettre d’identifier des facteurs impliqués dans I'expression de dautres

connexines, telle que Cx26, exprimées dans les glandes mammaires.

Vérifier I'importance de la méthylation de ’ADN dans le promoteur
proximal

Nos résultats suggérent qu’un site CpG (située dans la région ciblée par la sonde 3) situé au
sein du promoteur proximal pourrait contréler I'expression de GJAT dans les cancers de type
luminal et étre impliqué dans la différenciation cellulaire au sein de la glande mammaire (Article
3). Les données du projet ENCODE démontrent également que cette sonde cible un site CpG
situé juste en amont d’un site de sensibilité a la DNase. Un grand nombre de facteurs associés
a la transcription et au remodelage de la chromatine y sont retrouvés, identifiant le promoteur
proximal du géne GJAT qui serait crucial pour la régulation de son expression (Article 3, Figure
7). La compréhension du rble de la méthylation de cette région, et plus particulierement a la
région du CpG ciblée par la sonde 3, dans la régulation de I'expression de GJA7 devrait donc

étre approfondie.

La méthylation peut intervenir avec la transcription en modifiant la conformation de la
chromatine, en empéchant la liaison de facteurs de transcription ou encore en favorisant la
liaison de facteurs associés a la répression. Dans un premier temps, une étude du promoteur
par des essais a la luciférase conjointement a une mutagenése dirigée spécifiquement vers le
site CpG ciblé par la sonde 3 pourrait permettre de déterminer si la méthylation de ce site CpG

intervient effectivement dans le contréle de la transcription de GJAT.

Dans un deuxiéme temps, si ce site s’avére réguler I'expression de GJAT, il serait
intéressant de déterminer les facteurs de transcription susceptibles de se lier a la séquence
d’ADN entourant le site CpG ciblé par la sonde 3 (AGGCGT). Nos analyses des facteurs
associés a la transcription liés a GJA1 (Article 3, Figure 7) ont mis en lumiére la liaison de
plusieurs nouveaux facteurs. De plus, une analyse des données de ChIP-Seq disponibles
publiquement pourrait également permettre d’étendre le répertoire de nouveaux facteurs (voir la

section « Explorer les données existantes de ChiP-Seq » de cette annexe).

Il est intéressant de noter qu'une séquence identique a celle retrouvée autour de la
sonde 3 (AGGCGT) est également présente au site ciblé par a la sonde 4, ou la méthylation est
également bien corrélée avec lI'expression de GJAT (Article 3, Figure 2A). Peu doutils

bioinformatiques permettent d’identifier les facteurs associés a la transcription susceptibles de
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se lier a une séquence particuliére. Quelques outils permettent d’explorer les sites de liaison
observés pour un certain nombre de facteurs (Factorbook, TRANSFAC) qui représentent
cependant une mince fraction des facteurs existants. Il est possible que de nouveaux outils
identifiant les séquences de liaison des facteurs associés a la transcription deviennent
disponibles dans les prochaines années. Dans la littérature, la séquence AGGCGT a été
rapportée comme étant un élément de transcription de base (« Basic transcription element » ou
BTE) (Arinc et al., 2013). Les BTE sont des séquences d’ADN liées par une famille de facteurs
de transcription a doigt de zinc proche des facteurs SP (ex: SP71) qui a originalement été
connue sous le nom de BTE binding (ou BTEB) et qui est maintenant nommées Krippel-like
factor (KLF). Un des membres de cette famille, KLF9 (BTEB1), agirait comme un déterminant
important de la réaction cellulaire a la progestérone en modulant I'activité des récepteurs (PR-A

et PR-B) (Zhang et al., 2003) qui pourraient étre associés a I'expression de GJAT (Article 1).

Nos analyses des génes coexprimés avec GJA7 dans les tumeurs Her2e ont également
révélé la coexpression de GJAT avec plusieurs facteurs de transcription associés au
mésenchyme, a 'EMT et aux cellules souches. Cette liste de facteur de transcription pourrait
également étre explorée. Cependant, il est important de garder a I'esprit que I'association entre
I'expression de GJA1T et la méthylation au CpG ciblé par sonde 3 est principalement observée
dans les tumeurs de type luminal, tandis que la coexpression était surtout observée dans les

tumeurs Her2, suggérant des mécanismes de régulation distincts dans ces deux contextes.

Evaluation des interactions de la chromatine entre le promoteur
proximal et le promoteur intronique potentiel

Notre analyse des données de ChIP-Seq du projet ENCODE ont permis d’identifier de
nouveaux facteurs potentiellement impliqués dans la transcription et le remodelage de la
chromatine du géne GJAT. Les résultats indiquent que plusieurs de ces facteurs se trouvent liés
a la fois au promoteur proximal et au promoteur intronique potentiel. Ces données suggérent
que le promoteur intronique pourrait étre impliqué dans la régulation de I'expression de GJA1
par la formation de boucle de la séquence d’ADN permettant de rapprocher les deux

promoteurs.

Il est important de garder a I'esprit que dans cette étude, nous avons limité notre analyse
aux éléments cis-régulateurs situés a proximité du géne GJAT. L'ampleur, le moment et la

spécificité cellulaire de I'expression des génes sont régulés par une diversité d'éléments d'ADN
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régulateurs comprenant des promoteurs, des activateurs (« enhancers »), des silenceurs
(« silencers ») et des isolateurs (« insulators ») (The ENCODE Project Consortium, 2011). Dans
le génome humain, une partie importante des éléments régulateurs de I'expression génique
spécifique au type cellulaire est localisée dans des amplificateurs qui faciliteraient la
transcription en livrant des complexes activateurs aux promoteurs et qui sont modulés par la
méthylation de I'ADN et les modifications des histones (Boogerd et al, 2011). La
communication entre l'amplificateur et le promoteur peut se produire soit par une boucle
chromosomique sur la séquence d'ADN, soit par un suivi (« tracking ») par la machinerie
transcriptionnelle le long de celle-ci (Calo et al., 2013). Les interactions a longue distance
impliquant des interactions intra- ou méme inter-chromosomiques peuvent également étre

impliquées dans la régulation génique spécifique au type cellulaire.

Certaines techniques récentes permettent de déterminer la localisation sur 'ADN de
facteurs impliqués dans les interactions de la chromatine a longue portée. Par exemple
'analyse des interactions de la chromatine avec étiquettes de fin appariées (« Chromatin
Interaction Analysis with Paired-End Tag » ou ChIA-PET) permet de caractériser la structure
tridimensionnelle de la chromatine. Suite a la réticulation (« crosslinking ») et la fragmentation
de 'ADN, une immunoprécipitation est suivie d’'une ligature de proximité (« proximity ligation »)
permettant de fixer deux segments d’ADN différents liés a un méme facteur. Le séquencgage
permet par la suite de déterminer les séquences ainsi fixées. Des techniques comme le ChlA-
PET pourraient permettre de déterminer si une telle boucle d’ADN peut étre formée entre les

deux promoteurs et intervient effectivement dans la régulation de GJAT.

Certaines données suggérent I'existence d’'une telle boucle de régulation. Dans le cadre
du projet ENCODE, les interactions de la chromatine ont été évaluées a I'aide de la technique
ChIA-PET pour les facteurs polymérase Il, le récepteur aux estrogenes et CTCF pour les
lignées cellulaires K562 (leucémie myéloide chronique), HeLa-S3 (cancer cervical), MCF-7
(cancer du sein), HT-116 (cancer colorectal), NB4 (promyélocytique) (Fullwood et al., 2010, Li
et al., 2012). Les résultats montrent au moins une occurrence de cette boucle formée par la
polymérase Il entre le promoteur proximal et le promoteur intronique dans les cellules K562
(Figure 31A). D’autres boucles sont également formées entre une région plus en amont du
gene GJAT (Figure 31B) et lient des séquences situées a bonne distance en aval du géne (site
en aval non illustré sur la Figure 31). L'analyse des données générées dans le cadre du projet

ENCODE (Li et al., 2012) pourrait éventuellement étre complétées dans futur.
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Figure 31. Résultats générés a l'aide de la technique du ChlA-Pet dans le cadre du projet
ENCODE

A, coordonnées génomiques. B, annotation indiquant la localisation du géne GJA17. C, Résultats de
'analyse par ChIA-PET. Les boites rouges indiquent la localisation d’'une liaison & 'ADN d'un facteur
impliquée dans la transcription ou au remodelage de la chromatine. Les lignes horizontales lient deux
séquences d’ADN liées par un méme facteur. A, interactions entre le promoteur proximal et le promoteur
intronique potentiel via la polymérase Il dans les cellules K562. B, Séquence située en amont du géne
GJAT1 et liée a une seconde séquence située en aval. Source : Image du Genome Browser UCSC.

Evaluer I'activité du promoteur intronique de GJA1

Notre analyse des profils de méthylation de 'ADN et de modifications des histones suggére
I'existence d’un promoteur intronique sur le géne de GJA 1 humain jusqu’ici inconnu. Des études
supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer si ce promoteur intronique potentiel joue

effectivement un rdéle important dans la régulation transcription.
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Des études précédentes ont utilisé une construction comportant la totalité du géne, avec
ou sans marqueur GFP, conjointement avec des mutations ciblées ou la délétion d’éléments
introniques afin de démontrer leur importance pour la transcription (Callis et al., 1987,
Mascarenhas et al., 1990). Des constructions utilisant le géne original ou des génes situés a
d’autres localisations génomiques avec la séquence d’intérét intronique localisée a I'intérieur ou
a I'extérieur de la région transcrite ont également été utilisées afin de démontrer I'importance de
la localisation intronique de ces éléments pour le fonctionnement adéquat (Callis et al., 1987,
Mascarenhas et al., 1990). De telles expérimentations pourraient procurer des indications
précieuses au sujet du promoteur intronique potentiel de GJAT et permettre de mieux

comprendre la régulation de son expression.

Déterminer I'importance des transcrits alternatifs dans les glandes
mammaires normales et le cancer du sein

Chez la souris, en plus du premier promoteur proximal, P1, situé en amont du TSS, le géne
GJAT1 serait également régulé par deux autres promoteurs situés en aval dans le premier exon
(P2) et dans I'intron (P3). L'utilisation du promoteur semblait varier en fonction du type cellulaire
et ménerait a une rétention alternative de quatre exons additionnels codant pour différents &’

UTR, résultant en neuf différents transcrits selon la sélection du promoteur (Pfeifer et al., 2004).

L'utilisation de promoteurs multiples a été associée a des événements de transcription
alternatifs au cours de la transcription (premiers exons alternatifs, exons s'excluant
mutuellement et exons de cassette) (Gascard et al., 2015, Slieker et al., 2013). Il a déja été
rapporté que prés de la moitié des régions méthylées de fagon différentielle en fonction du tissu

(tDMRs) étaient associées a des événements de transcription alternatifs (Slieker et al., 2013).

Ayant seulement deux exons, GJA71 est habituellement considéré comme ayant une
seule isoforme de transcription. Etonnamment, GJA1 a été rapportée comme faisant partie
d'une courte liste de génes qui distinguent les lignées cellulaires dérivées des tissus normaux et
cancéreux en fonction de l'expression différentielle de ses isoformes (Zhang et al., 2013b).
D'autres membres de cette liste étaient CDH11, TCF4, WNT5B et NID1, qui, dans nos
analyses, sont coexprimés avec GJAT dans les tumeurs du sein Her2e. L'étude, utilisant des

réseaux d'exon Affymetrix, a rapporté deux isoformes de GJAT.

En plus de lisoforme principale de GJA7 (uc003pyr.3), l'annotation des génes de

I'Université de Californie a Santa Cruz (UCSC), disponible sur son Genome Browser (Kent et
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al., 2002), montre également trois transcrits alternatifs (ucO11ebo.1, ucO11epb.1 et uc021zel.1)
exprimés a des niveaux inférieurs (Figure 32B). De plus, le Swiss Institute of Bioinformatics a
rapporté différents transcrits et prédit leur traduction en se basant sur des transcrits des bases
de données RefSeq et EMBL/GenBank (piste Gene Prediction from mRNA and ESTs,
assemblage du génome hg19). Les transcrits rapportés étaient basés sur au moins une
séquence d’ARN compléte provenant de GenBank, un ARN RefSeq ou un EST (« expressed
sequence tag » ou EST) épissé. Neuf différents transcrits y sont rapportés pour GJA1 (Figure
32C).

AJ Scale 18 kb} | ha19
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B [uc003pyr.3 NG - i —
ucOllebo.1 GJAL = il
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Figure 32. Les différents transcrits de GJA1

A, Coordonnées génomiques et échelle. B, plus de lisoforme principale de GJA7 (uc003pyr.3),
I'annotation des génes de I'Université de Californie a Santa Cruz (UCSC) montre également trois
transcrits alternatifs (ucO11ebo.1, ucO11epb.1 et uc021zel.1). C, transcrits rapporté par le Swiss institute
of Bioinformatics a partir des données de RefSeq et EMBL/GenBank. Les boites les plus épaisses
prédisent la traduction en protéine de cette séquence, les boites plus minces indiquent le transcrit et les
fleches dans le/les introns le sens de la transcription. Source : Image du Genome Browser UCSC.

Ces résultats suggerent que chez 'humain, un usage sélectif des deux promoteurs en
fonction du tissu ou du type cellulaire pourrait également intervenir dans I'expression de
transcrits alternatifs de GJA1, particulierement dans le cancer. D'autres études recoupant le
profil épigénétique et l'expression des différentes isoformes du transcrit dans le cancer et en
fonction des différents types de cellules mammaires pourraient fournir des informations
supplémentaires sur la dérégulation de GJA1 dans le cancer. Le projet TCGA a d’ailleurs
quantifié ces différentes isoformes (Figure 33). Cette analyse préliminaire suggére que des
modifications importantes dans les transcrits exprimés pourraient survenir dans le cancer du
sein. Cette question pourrait étre approfondie a l'aide des données du projet TCGA, mais
également avec les données mentionnées précédemment (Figure 32) et accessible via le

Genome Browser de UCSC.

290



120000 *
..
. L
100000 .. )
. L
E 80000~ $ .
8 ol 2 -
8 . ‘ 3 ‘ '."1
& 60000~ “ Joa & o &
© - - m ;
E w2 TR TR I ¢
2 40000 > D e :
";0
"
20000
0 “ —— i  — D —  —————
T T T T T T
TN ol T Fr i ® Fr i
E > e ER 28 ES e g
S ™ © o © © © o © © ©
Zo Oco Z - o= zZ- (Sl
E E 3 3 3 3
= = S S S S
isoform
Figure 33. Expression de différents transcrits de GJA71 dans le cancer du sein

Niveau du transcrit principal (uc003pyr.2) et de deux isoformes secondaires (ucO11ebo.1 et ucO11ebp.1)
de GJA1T dans les tissus mammaires normaux et dans le cancer du sein. L’encadré illustre I'expression
des deux transcrits secondaires avec une échelle plus appropriée pour visualiser les différences entre les
tissus normaux et le cancer. Données du projet TCGA. Source : Mélanie Busby.
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