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RESUME

Le carcinome médullaire de la thyroide (CMT) est une tumeur neuroendocrine rare, se développant
a partir des cellules sécrétant la calcitonine. Cette tumeur survient dans un contexte familial dans
un fiers des cas. Toutes les formes germinales et prés de 40% des formes sporadiques sont causées
par une mutation ponctuelle activatrice de I'oncogéne RET, codant pour un récepteur
membranaire a activité tyrosine kinase. Les événements oncogéniques a I'origine des formes
sporadiques non mutées RET restent mal définis, d I'exception de mutations activatrices des
oncogenes RAS découvertes récemment.

Le pronostic péjoratif du CMT est essentiellement lié & un envahissement ganglionnaire précoce. A
ce ftitre, la chirurgie initiale est souvent insuffisante et les formes métastatiques ont longtemps été
considérées en impasse thérapeutique. L'avénement récent des inhibiteurs séléctifs de tyrosine
kinases (ITK) a apporté un nouvel élan & la prise en charge des tumeurs réfractaires, certains d'entre
eux incluant dans leur spectre d'action le récepteur RET. Mais I'optimisation de ces traitements
requiert une connaissance préalable des mécanismes moléculaires sous-jacents au
développement tumoral.

Dans ce contexte et en nous appuyant sur une collection importante de prélevements humains,
nous avons cherché a approfondir la decription du ‘paysage génomique’ du CMT.

Dans un premier temps, nous avons évalué les anomalies structurales ponctuelles et
chromosomiques présentées par les CMT. Nous avons montré, par optimisation de méthodes de
séquencage, que les mutations des génes RET et RAS interviennent dans plus de 96% des cas et que
ces évenements sont mutuellement exclusifs. Ces mutations permettent de distinguer plusieurs
groupes d'agressivité et de réponse aux fraitements par ITK. Nous avons également observé - par
technique d'hybridation génomique comparative - des anomalies de grande ampleur récurrentes
dans cette pathologie : les délétions du bras court du chromosome 1 et des chromosomes entiers
4 et 22 apparaissent comme étant des évenements précoces et indépendants de la tumorigenése
du CMT.

Dans un second temps, nous avons déterminé - par approche de type biopuce - les profils
d’expression de microARN dans les CMT. Certains de ces régulateurs post-transcriptionnels majeurs
semblent liés au caractere invasif de la fumeur, et notamment les miR-21, miR-199 et miR-129. Nous
avons également démontré le potentiel d'utilisation des microARN miR-21 et miR-199 en tant que
biomarqueurs circulants du CMT. L'impact fonctionnel des formes précurseurs mir-21 et mir-129 a
ensuite été évalué par fransfection dans les modeles cellulaires TT et MZ-CRCI1.

Les observations ainsi obtenues offrent de nombreuses perspectives d'études. Elles permettent la
définition de marqueurs tissulaires distinguant a priori les tumeurs métastatiques et/ou réfractaires
aux thérapies. Enfin, elles mettent en lumiére de nouvelles pistes pour la découverte de cibles
thérapeutiques additionnelles dans cette pathologie.

Mots-clés : carcinome médullaire de la thyroide, CMT, tumeur neuroendocrine, caractérisation
moléculaire, altérations géniques, altérations chromosomiques, microARN, RET, RAS.
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ABSTRACT

Medullary thyroid carcinoma (MTC) is a rare neuroendocrine tumor, arising from calcitonin-secreting
cells. This cancer occurs in a family context in a third of cases. All inherited forms and nearly 40% of
sporadic forms are caused by activating point-mutations in the RET oncogene, coding for a tyrosine-
kinase receptor. Other oncogenic events causing sporadic cases remain unclear, but activating
mutations of RAS oncogenes have been discovered recently.

Prognosis of MTC is essentially linked to early lymph node occurrence. Initial surgery of metastatic
forms is often insufficient and patients are considered in therapeutic dead-end. The recent advent
of selective tyrosine-kinase inhibitors (TKls) has brought a new impetus to the management of
refractory tumors, some of them targeting the RET receptor. Optimization of these treatments require
improving knowledge of the underlying molecular mechanisms of tumor development.

In this context and helped by a large collection of human specimens, we have sought to deepen
the description of genomic landscape of MTC.

At first, we evaluated the structural and chromosomal abnormalities presented by MTC. We showed,
by optimizing sequencing methods, that RET and RAS mutations are involved in over 96% of the
cases, these events are mutually exclusives. These mutations can distinguish several groups of
aggressiveness and of response to TKI treatments. We also observed, by comparative genomic
hybridization techniques, recurrent abnormalities such as deletion of the short arm of chromosome
1 and loss of entire chromosomes 4 and 22. These losses appear to be early events of fumorigenesis
MTC.

In a second step, we determined - by a microarray approach — the microRNA expression profile of
MTC. Some of these post-franscriptional regulators seem related to tumor invasiveness, such as miR-
21, miR-199 and miR-129. We demonstrated the potential of microRNAs miR-21 and miR-199 as
circulating diagnosis biomarkers of MTC. The functional impact of the precursor forms mir-21 and
mir-129 was then evaluated by fransfection in TT and MZ- CRC1 cellular models.

Observations obtained pave the way for a lot of new potential studies. They allow the definition of
tissue biomarkers distinguishing metastatic forms or refractory patients. Finally, they highlight new
pathways for the discovery of additional therapeutic targets in this disease.

Key-words : medullary thyroid carcinoma, CMT, neuroendocrine fumor, molecular characterization,
gene alterations, chromosomal alterations, microRNA, RET, RAS.
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PREAMBULE

Le carcinome médullaire de la thyroide (CMT) est un cancer rare, dont I'enjeu actuel est
le développement de nouvelles thérapies permettant d'offrir aux patients porteurs de
formes réfractaires, un traitement adapté et efficace. La mise en place d'une telle prise
en charge nécessite, au préalable, de connaditre les anomalies moléculaires
caractéristiques de la tumeur. Or, jusqu’ad récemment, nous ne disposions que de tres peu
d'éléments concernant les mécanismes sous-jacents d I'oncogenese de cette maladie.
Dans ce contexte, ce travail de these a eu pour objectif de caractériser, au niveau
génomique, les particularités de ces tumeurs, afin d’identifier des indicateurs moléculaires

de pronostic ou de réponse aux drogues actuellement utilisées dans cette pathologie.

Ce travail a été réalisé, pour sa partie moléculaire, au sein du laboratoire de Recherche
Translationnelle de I'Institut Gustave Roussy dirigé par le Dr Ludovic Lacroix; et pour sa
partie cellulaire, au sein de I'unité de recherche CNRS UMR8200 dirigée par le Dr Patricia
Kannouche. Il a donné lieu & deux articles, dont un a été publié en octobre 2012 dans la

revue Journal Of Endocrinology and Metabolism et un est en cours de soumission.

Somatic RAS mutations occur in a large proportion of sporadic RET-negative medullary
thyroid carcinomas and extend to a previously unidentified exon. Boichard A, Croux L, Al
Ghuzlan A, Broutin S, Dupuy C, Leboulleux S, Schlumberger M, Bidart JM, Lacroix L. J Clin
Endocrinol Metab. 2012 Oct;97(10):E2031-5.

Mutational screening of refractory medullary thyroid carcinomas by targeted next-generation
sequencing methods. Boichard A and Chougnet C.N., Marty V, Saulnier P, Al Ghuzlan A,
Borget |, Schlumberger M, Bidart JM, Lacroix L. En cours de soumission.
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Le CMT : généralités et aspects phénotypiques

1.1. LA THYROIDE : BASES ANATOMIQUES ET FONCTIONNELLES

1.1.1. Anatomie et histologie thyroidienne

La thyroide est une glande située sur la face antérieure du cou, en avant de la trachée
(entre les 2eme et 3eme anneaux trachéaux), se composant de deux lobes situés de part
et d'autre du larynx, reliés par une partie intermédiaire appelée isthme (Figure 1). Elle est
limitée par une capsule conjonctive avasculaire, projetant au niveau intraglandulaire des
septas fibreux qui délimitent des lobules et est alimentée par I'artére thyroidienne
supérieure et I'artére thyroidienne inférieure. Le parenchyme thyroidien est trés vascularisé
et le drainage lymphatique est ispilatéral, indépendant pour chaque lobe. Les glandes
parathyroides (sources physiologiques de parathormone PTH), se situent généralement

aux quatre pdles thyroidiens (Leclere et al., 2001) (Nikiforov et al., 2012).

Chezl'adulte, ensituation physiologique normale, cette glande estimperceptible, mesure
entre 6 et 8 centimétres de hauteur et pese moins de 20 grammes. En cas d’anomalies
diverses, son volume peut considérablement étre augmenté, induisant au niveau clinique

un gonflement de la région cervicale appelé goitre.

: A o
Lobe B T e
pyramidal = S =
A f
= ) 4 £l # ‘:I
GR=) s e
Lobe FRNEIETE | e | Vi
.1?’0)“, = F—}{’ “"‘_gauche ) 2
1- follicule
s Isth 2- colloide ) .
= i 1- cellule folliculaire

2- cellule parafolliculaire

FIGURE 1 : ORGANISATION ANATOMIQUE ET ARCHITECTURE FOLLICULAIRE DE LA THYROIDE
Sources : http://www.normalhistology.com/ et http://library.med.utah.edu

AU niveau microscopique, I'unité élémentaire morpho-fonctionnelle de la glande thyroide
est le follicule (ou vésicule) thyroidien. Il est composé d'un épithélium unistratifié de
thyrocytes (également appelés thyréocytes), reposant sur une lame basale et disposés en

sphere autour d'une lumiere centrale. Cette lumiere contient un liquide colloide
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éosinophile riche en thyroglobuline, précurseur des hormones thyroidiennes (Figure 1)
(Leclére et al., 2001) (Nikiforov et al., 2012). Les thyrocytes ont une forme variable (cubique,
cylindrique ou aplatie) en fonction de I'état fonctionnel de la glande. lls présentent un
noyau central ou basal rond a chromatine homogéne, un cytoplasme contenant un
réticulum endoplasmique granuleux riche et des microvillosités au niveau de leur

membrane apicale (Leclere et al., 2001) (Nikiforov et al., 2012).

Le parenchyme thyroidien confient un second confingent cellulaire, beaucoup plus
restreint (moins de 0,1% des cellules thyroidiennes) : les cellules parafolliculaires (Baber,
1876) (Braunstein and Stephens, 1968) (Nikiforov et al., 2012). Ces cellules sont disséminées
entre les thyrocytes mais n'entrent jamais en contact avec la substance colloide (Figure
1). Elles sont préférentiellement retrouvées au niveau de la partie postéro-latérale de
chaqgue lobe, d la jonction des tiers supérieurs et moyens.

Plus volumineuses que les thyrocytes (>40um de diametre), elles présentent un noyau pale,
un cytoplasme clair & aspect granuleux et un rapport nucléo-cytoplasmique élevé
(Hazard, 1977). Elles sont de ce fait également appelées cellules claires, ou encore cellules
C, car sécréfrices de calcitonine (Copp and Cheney, 1962) (Hazard, 1977). Cette
production hormonale caractéristique est utilisée comme marqueur spécifique du type

cellulaire (cf. chapitre 1.1.2.2 en page 31).

1.1.2. Physiologie thyroidienne

La thyroide est une glande endocrine régulant, par la production et la sécrétion
d’hormones au niveau systémique, de tfres nombreuses fonctions intervenant au cours du

développement, de la croissance et du métabolisme énergétique (Leclere et al., 2001).

1.1.2.1.  Activité endocrine des thyrocytes

Les thyrocytes sont & I'origine de la production et de la sécrétion des hormones
thyroidiennes tri-iodothyronine (13) et tétra-iodothyronine (ou thyroxine T4), intervenant
dans la maturation du systeme nerveux central feetal et post-natal, dans la différenciation
tissulaire ainsi que dans la stimulation du métabolisme basal.

Apres stimulus par la thyrotrophine hypophysaire (ou thyréostimuline TSH, dont la sécrétion

est elle-méme déclenchée par le signal thyréotrope hypothalamique TRH), les cellules

30



Le CMT : généralités et aspects phénotypiques

folliculaires synthétisent une glycoprotéine appelée thyroglobuline (Tg). La thyroglobuline
est déversée par exocytose au pdle apical des cellules, dans la lumiére des follicules
confenant la substance colloide, ou elle sera iodée sur ces résidus tyrosine (mono- ou di-
iodation). Aprés condensation des tyrosines (menant a la formation de groupements
thyronines), la thyroglobuline est de nouveau phagocytée par les cellules folliculaires, ou
elle sera hydrolysée pour libérer - dans les capillaires sanguins situés au pdle basal de la
cellule -les hormones T3 ou T4. Les hormones thyroidiennes circulantes, liées & des protéines
plasmatiques, sont inactives. La T4 est majoritaire (80%) et constitue la forme de réserve de
I'normone. Elle est convertie par déiodation au niveau tissulaire en hormone libre active

13, présentant la demi-vie plasmatique la plus courte.

1.1.2.2. Activité endocrine des cellules parafolliculaires

Les cellules parafolliculaires sont responsables de la production et de la sécrétion de la
calcitonine (CT) (Foster et al, 1964) (Pearse, 1966). Il s'agit d'une hormone
hypocalcémiante (Copp and Cameron, 1961) jouant un réle tres important au cours de Ia
croissance, de la grossesse et de la lactation (Huebner et al., 2008) (Davey and Findlay,
2013). Elle inhibe la résorption, diminue I'absorption et augmente I'excrétion calcique. Son
action sur les cellules osseuses, intestinales et rénales est médiée par le récepteur CTR
(Calcitonin  Receptor), de la superfamille des récepteurs a 7 domaines
fransmemlbranaires, ayant pour effecteurs I'adénylate cyclase et la phospholipase C
(Naot and Cornish, 2008)

D'un point de vue protéique, la CT est un petit peptide monocaténaire de 32 acides
aminés, de structure simple hélicoidale et dont la séquence est codée par le gene
CALCA, situé en 11p15.2. Elle est produite apres épissage alternatif d'un transcrit primaire
puis clivage post-tfraductionnel tissu-dépendant d'un polypeptide (Amara et al., 1982)
(Rosenfeld et al., 1983) (Jonas et al., 1985), dont la maturation différentielle (exons 4 et 5-6)

conduit & 2 produits distincts (Rosenfeld et al., 1984) (Emeson et al., 1992) (Figure 2):

- La procalcitonine (PCT) (Jacobs et al., 1981), une pré-hormone ubiquitaire
synthétisée par tous les types cellulaires (Oberhoffer et al., 1999), stockée dans des
granules et libérée au niveau systémique en cas de stimuli inflammmatoires - sa
fonction exacte dans ce processus restant mal connue. Seules les cellules
parafolliculaires possedent la capacité a cliver la PCT, a partir des stocks cellulaires

endogenes. Ce clivage libéere alors 3 peptides : un peptide N-terminal inactif, la
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katacalcine (CCP-1 ou PDN-2) (Hillyard et al., 1983) et la calcitonine mature (Burns

et al., 1989).

- Les CGRP (Calcitonin-Gene Related Peptides), neuromodulateurs

vasodilatateurs du systeme nerveux central, uniquement exprimés dans les cellules

d'origine neurale (Zaidi et al., 1990).

Notons qu'un paralogue du gene CALCA, colocalisé en 11p15.2 et présentant 90%

d’homologie avec celui-ci, permet la synthése de peptides CGRP de type Il (géne

CALCB). Enfin, un pseudogene nommeé CALCP est également situé en 11p15.1 (Hoovers et

al., 1993).
CALCA s---
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FIGURE 2 : EXPRESSION DIFFERENTIELLE DU GENE CALCA
Modifie de (Nussey and Whitehead, 2001).

L'expression et la sécrétion de calcitonine sont régulées indépendamment de

I'hypophyse, principalement par la concentration extra-cellulaire en calcium, via le

récepteur-senseur CaSR (récepteur couplé aux protéines G de classe lll, activant la voie

de la phospholipase C) (Garrett et al., 1995). Cette sécrétion est influencée positivement

parle calcitriol (vitamine D), la sérotonine, les cestrogenes, la gastrine, la cholécystokinine,

le glucagon, la sécrétine, la somatotropine et les agonistes B-adrénergiques. Elle est en

revanche inhibée par la dopamine, la somatostatine (selon un mécanisme autocrine -

(Zabel, 1984)) et les agonistes a-adrénergiques (Sethi et al., 1981) (Zabel, 1985) (Endo et al.,

1988) (Agnusdei et al., 1990) (Raue et al., 1992).
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La calcitonine circulante a une demi-vie courte (< lheure), comparativement & la
procalcitonine (25 a 30 heures). Elle est liée a 30% aux protéines plasmatiques et est

métabolisée essentiellement au niveau rénal.

Additionnellement a cette spécificité de sécrétion, les cellules parafolliculaires partagent
les caractéristiques physiologiques et cytochimiques des cellules du systéme
neuroendocrinien diffus APUD (Amine Precursor Uptake Decarboxylase) (Pearse, 1969). Elles
sont capables de sécréter d'autres hormones sous forme d’'amines biogenes ou de
polypeptides de faible masse moléculaire, apres captation, stockage, décarboxylation
des amines et de leurs précurseurs. Elles constituent donc une source secondaire de
dérivés tels que la sérotonine, la somatostatine, la gastrine, la pro-opiomélanocortine, la
neurotensine, les kinines, les prostaglandines et la chromogranine A (Ahrén, 1991) (Sawicki,
1995) (Liu et al., 2003).

1.1.3. Origine embryologique de la thyroide

Les ébauches de la glande thyroide apparaissent des la 3eme semaine de développement
foetal, a la fin de la phase de gastrulation (Leclere et al., 2001) (Nikiforov et al., 2012). Une
invagination épithéliale issue du plancher pharyngien d’origine endodermique va migrer
dans le mésoblaste en suivant la ligne médiane, & partir du foramen caecum vers le bas.
Cette ébauche thyroidienne centrale, prenant la forme d'un diverticule bilobé, reste reliée
a I'ébauche de la langue via le canal thyréoglosse (disparaissant a la 5¢me semaine mais
dont un reliquat perdure & I'Gdge adulte au niveau isthmique, formant le lobe pyramidal
de Lalouette). Elle parvient a sa position définitive au cours de la 7éme semaine (Figure 3).
Les bourgeons distaux se différencient en cordons thyroidiens et en vésicules (Nikiforov et
al., 2012), permettant une activité fonctionnelle endocrine indépendante de la mere a la

fin de la 10éme semaine de développement (Costa et al., 1991).

Des anomalies survenant lors de I'ontogenése thyroidienne peuvent causer des agénésies
totales ou partielles, des ectopies (fonctionnelles ou non) au niveau lingual, cervical ou

endothoracique (par défaut ou excées de migration), ou encore des kystes thyréoglosses.
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COUPE SAGITTALE COUPE TRANSVERSE
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FIGURE 3 : DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DE LA THYROIDE (SEMAINES 4 A 8)
Modifie de (Nikiforov et al., 2012).

1.1.3.1. Cas particulier des cellules parafolliculaires

Bien qu’elles soient situées au sein du parenchyme thyroidien, les cellules parafolliculaires
présentent une origine embryonnaire distincte des thyrocytes (Pearse & Carvalheira, 1967)
(Polak et al., 1974) (Nikiforov et al., 2012). Elles proviennent des crétes neurales de la région

céphalique, dont les autfres dérivés a I'adge adulte sont les cellules gliales et méningiales.
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Les crétes neurales troncales et lombosacrées donnent quant a elles naissance au
systéme nerveux entérique, aux mélanocytes, aux cellules de Merkel et aux cellules

chromaffines de la médullosurrénale.

Aprés la fermeture du tube neural d' origine ectodermique, lors de la phase de neurulation,
des cellules issues de la partie dorsale du tube s'individualisent pour former les crétes
neurales. Au niveau céphalique, les cellules des crétes neurales se mélangent avec les
cellules du mésoderme et forment 5 unités métamériques appelés arcs branchiaux. Ces
arcs se forment par élongation de part et d'autre de I'embryon (élongation dorso-
ventrale) et selon un gradient céphalo-caudal, & partir de la 4éme semaine de
développement (Figure 3). lls sont constitués, in fine, d’ectoderme (face externe des arcs
délimitant les fentes branchiales), d’endoderme (face interne des arcs délimitant les
poches branchiales) et de mésoderme (en profondeur). Chaque arc est parfaitement
séparé des autres et peut étre considéré comme un compartiment d'évolution
autonome. lIs produisent les cartilages, os, nerfs, muscles, glandes et tissus conjonctifs de

I'ensemble du visage et du cou.

Les cellules parafolliculaires sont dérivées de diverticules paires ventraux issus des 4éme
poches branchiales (constituées d’endoderme colonisé par des cellules ectodermiques
issues des crétes neurales), appelés corps ultimobranchiaux (Pearse and Carvalheira, 1967)
(Polak et al., 1974), s'individualisant & la 5¢me semaine de développement. lls se détachent
peu & peu de la paroi de I'arc branchial et migrent dans le mésenchyme pour s'incorporer
a I'ébauche thyroidienne centrale au cours de la 7éme semaine (cette migratfion est
couplée a celle des parathyroides supérieures), expliquant la localisation anatomique
définitive des cellules parafolliculaires (Figure 3). La différenciation en cellules sécrétrices
de calcitonine s’opere au cours de la 10eme semaine (Cutler et al., 1977) (Fagman et al.,
2006). Des remnants des corps ultimobranchiaux (solid cell nests) sont retrouvés dans 30 a
80% des thyroides adultes, ce pourcentage variant en fonction des modalités de coupe

histologique (en nombre et en localisation).

Il est important de noter que, si I'origine branchiale des cellules parafolliculaires est tres
clairement démontrée, leur origine endodermique ou ectodermique reste frés

controversée (Pearse, 1969) (Kameda et al., 2007q).
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1.1.3.2. Embryologie = moléculaire & I'origine des cellules

parafolliculaires

De nombreuses études, réalisees chez le porc, le poulet ou la souris, ont permis d'identifier
precisement les mécanismes moléculaires sous-jacents a I'ontologie du contingent

parafolliculaire thyroidien.

Les crétes neurales se forment sous I'influence des facteurs morphogénétiques BMP4,
BMP7, WNTé et FGF secrétés par le mésenchyme (Villanueva et al., 2002) ; et essentiellement
par activation des facteurs de franscription PAX3/7, ZIC, GLI3, SLUG, SOX8/9/10, AP-2, MYC
et FOXD3. Le devenir des cellules issues des crétes neurales est ensuite régi selon I'axe
antéro-postérieur par les génes homéotiques HOX. La branchiomérisation est ainsi la
résultante d'une combinatoire d'expression des genes HOX! (dans la partie
mésenchymateuse interne des arcs uniquement), HOX2, HOX3, HOX4 et HOX5 & partir des
clusters génomiques de genes HOXA@, HOXB@, HOXC@ et HOXD@ (Hunt et al., 1991)

(Trainor and Krumlauf, 2000) (Trainor and Krumlauf, 2001).

La spécification du 4eme arc branchial fait intervenir majoritairement les génes HOX4
(paralogues A a D) et HOXB5 (Nelms and Labosky, 2010), dont la franscription est trés
fortement dépendante de |'acide rétinoique (Marshall et al., 1996) (Wendling et al., 2000).
L'élongation dorso-ventrale des arcs est médiée, au niveau du mésenchyme, par les
facteurs de transcription TWIST (Stoetzel et al., 1995) (Soo et al., 2002), SLX, PAX3 et par des
substances régulatrices de croissance (molécules-guides) telles que les éphrines (Smith et
al., 1997), les agonistes des neuropilines ou d'autres régulateurs des sémaphorines comme
le GDNF (Glial cell-line Derived Neurotrophic Factor) (Charoy and Castellani, 2013). Une
forte expression de SHH (Sonic HedgeHog) et de BMP7 est observée au niveau des faces
internes des arcs, constituées d'endoderme (la face ectodermique exprimant quant ¢ elle
FGF8) (Trainor and Krumlauf, 2001). A cet endroit, I'activation de PAX1/9 semble délimiter

les poches branchiales (Peters et al., 1998).

Au niveau de la 4¢me poche branchiale, I'activation de I'effecteur organe-spécifique TTF-
1 (ou NKX2.1 - Thyroid-Transcription Factor 1) provoque la formation des corps
ultimobranchiaux (étape de détermination tissulaire) puis leur migration vers I'ébauche
thyroidienne (Suzuki et al., 1998) (Kusakabe et al., 2006). L'expression de PAX8, également
nécessaire a la détermination et a la migration est observée uniguement chez 'Homme
(Trueba et al., 2005). Cette isoforme inexistante chez la souris serait complémentée par
I'expression de PAX2 (Poleev et al., 1992) (Batista and Lewis, 2008) (Bouchard et al., 2010). La
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migration des corps ultimobranchiaux fait également intervenir un des récepteurs aux
éphrines EPHA4, dont |'expression est stoppée lors de la fusion avec les bourgeons
thyroidiens (Trueba et al., 2005) (Fagman et al., 2006) (Andersson et al., 2011). Enfin, durant la
migration toujours, ASCL1 (hASH1 - facteur de transcription exprimé concomitamment &
TTF-1) est réprimé par HES1 (effecteur de la voie Notch) (Carre et al., 2011). Par la suite, la
levée d'inhibition de HES1 sur ASCL1 entraine la sortie du cycle cellulaire (possiblement par
compétition avec N-MYC (Alvarez-Rodriguez and Pons, 2009)), la spécification
parafolliculaire (Kameda et al., 2007b) (Kameda et al., 2013) et I'inhibition de I'apoptose
nécessaire au maintien d'un contingent in situ (Kameda et al., 2007b). Ces phénomenes
sontrégis parla séquence d’expression des facteurs de transcription ASCL1 > Neurogénine
> NEUROD (Kameda et al., 2007b), dépendante de I'imprégnation en hormones

thyroidiennes d'origine folliculaire (Chantoux and Francon, 2002).

Enfin, la différenciation embryonnaire terminale des cellules fait intervenir les signaux NGF,
FGFg et EGF (Neurotrophic, Fibroblast et Epidermal Growth Factors). Leur action est mediee
au niveau intracellulaire par FRS2 (Fibroblast growth factor Receptor Substrate 2) (Califano
et al., 2000) (Kameda et al., 2009) et SHB (Src Homology 2 domain containing adaptor
protein B) (Karlsson et al., 1998). Ces derniers, dans leur état phosphorylé, induisent une

activation de la cascade RAS/MAPK, indispensable & ce processus.

1.1.3.3. Développement post-natal du contingent parafolliculaire

Les reliquats des corps ultimobranchiaux retrouvés dans certaines thyroides adultes
présentent 2 contingents cellulaires, dont le majoritaire exprime I'antigene carcino-
embryonnaire ACE (Harach, 1985), I'énolase neuro-spécifique NSE (Cameselle-Teijeiro et
al., 1994), les protéines OCT-4, pé3 (Reis-Filho et al., 2003), BCL-2, CD5 (Yerly et al., 2013),
galectine-3 (Faggiano et al., 2003) et les cytokératines CAM5.2, AET1/AE3, 19, 7 et 34BE12
(Harach and Wasenius, 1987) (Harach et al., 1993) (Rios Moreno et al., 2011). Ces cellules sont
en revanche négatives pour la cytokératine 20 et les marqueurs de différenciation
thyroidienne telles que thyroglobuline, calcitonine et parathormone (Reis-Filho et al., 2003)
(Rios Moreno et al., 2011). Ces marqueurs embryonnaires d'indifférenciation suggerent des
caractéristiques de cellules souches de nature épithéliale et d'origine neurale (Rios Moreno
et al, 2011). Le second contingent, quant a lui, exprime la calcitonine, la somatostatine,
les facteurs de transcription NEUROD (Faggiano et al., 2003) (Kameda et al., 2007b).
L'expression de TTF-1 et de pé3 n’est pas ou tres peu retrouvée (Reis-Filho et al., 2003) (Rios

Moreno et al., 2011). 1l s'agirait de cellules parafolliculaires en cours de différenciation. Ainsi
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les solid crest nests constitueraient des réserves de progéniteurs parafolliculaires, dont la

différenciation terminale serait post-natale (1 a 2 ans de vie).

Cette hypothese est corroborée par 2 observations distinctes :

durant la vie fcetale, les cellules parafolliculaires et leurs progéniteurs expriment fres
fortement & leur surface la forme polysialée de la molécule d'adhésion
neurospécifiqgue N-CAM. Cette forme présentant un trés grand encombrement
stériqgue empéche la fixation des cellules entre elles, leur conférant des propriétés
de migration. Cette expression diminue tres rapidement quelques semaines apres
la naissance (Nishiyama et al., 1996) ;

les cellules parafolliculaires du foetus et du nouveau-né expriment de maniére
nette et égale la calcitonine, lo somatostatine et la cholécystokinine 4 (CCK4)
(Zabel, 1984). Les cellules exprimant la somatostatine et CCK4 diminuent fres
fortement au cours des premiers temps de vie (par modification de I'activité
sécrétoire et/ou disparition des clones pluripotents). Les cellules parafolliculaires
matures, présentant un marquage calcitonine majoritaire, deviennent
prépondérantes (Kameda, 1991) (Majdic et al., 1993) (Seidel et al., 2003).

1.2. LA THYROIDE : ELEMENTS DE PATHOLOGIE

Les pathologies concernant la glande thyroide peuvent étre classées en fonction du type

cellulaire altéré (Table 1). Les anomalies du contingent folliculaire n’entrant pas dans le

cadre de ce travail de thése, celles-ci ne seront abordées que frés succintement dans ce

chapitre.

Contingent cellulaire  Type d'altération Pathologie

Dysfonction Hypothyroidie | hyperthyroidie

Hyperplasie Adénome thyroidien

Carcinome différencié de type papilaire

Thyrocytes . i . . .
Carcinome differencié de type folliculaire

Néoplasie - — -
Carcinome peu différencié

Carcinome anaplasique

Cellules parafoliculaires

Hyperplasie Hyperplasie des cellules C

Néoplasie Carcinome médullaire de la thyroide

TABLE 1 : CLASSIFICATION DES PATHOLOGIES THYROIDIENNES
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1.2.1. Pathologies thyrocytaires

Les anomalies thyroidiennes folliculaires concernent plus de 10% de la population, et
majoritairement les femmes. Leurs conséquences cliniques sont importantes du fait du
grand nombre de fonctions régulées par les hormones thyroidiennes, mais les symptémes
sont pour la plupart aspécifiques. Ces altérations peuvent impacter la fonction ou le

nombre de thyrocytes.

Les dysfontions thyroidiennes sont de deux types : I'hypothyroidie, fraduisant une
impregnation insuffisante de I'organisme en hormones, et I'hyperthyroidie, résultant d’'une
augmentation de synthése ou d'une hyperactivité des hormones thyroidiennes. Ces
dysthyroidies peuvent éfre causées par des facteurs génétiques, des mécanismes auto-

immuns et réactionnels ou encore par une carence ou une surcharge iodée.

Les hyperplasies bénignes thyroidiennes sont appelées nodules ou adénomes et peuvent
se présenter sous forme de Iésions isolées ou multiples, lobaires ou isthmiques, uni- ou
bilatérales. Si ces formations sont capables de fixer les isotopes radioactifs de I'iode, elles
sont dites fonctionnelles ou ‘chaudes’.

II sagit d'événements fréquents, peu symptomatiques, retrouvés dans 50% de la
population et notamment chez les femmes et les personnes de plus de 60 ans. Ces
néoplasmes peuvent étre spontanés, compensatoires, réationnels ou auto-immuns, et ne
sont pas toujours associés a un goitre ou & une dyfonction hormonale. Moins de 5% de ces

|ésions présentent un potentiel dégénératif en néoplasie maligne.

Les néoplasmes malins de la thyroide sont de type carcinome. On distingue les
carcinomes différenciés, conservant les caractéristiques phénotypiques des cellules
folliculaires saines ; et les carcinomes anaplasiques ou atypiques, souvent pauci- ou

dédifférenciés.

Les cancers thyroidiens différenciés ont une incidence de 1,2 & 3,8 cas pour 100000
habitants par an en fonction des régions, les chiffres les plus élevés étant observés sur les
territoires insulaires d'lslande, de Hawaii et de Nouvelle-Calédonie (Figge, 2006) (Davies and
Welch, 2006) (Colonna et al., 2007) (Kilfoy et al., 2009). On en distingue 2 types histologiques :

- les carcinomes papillaires de la thyroide (PTC), les plus frequemment observés (80%

des tumeurs thyroidiennes malignes). lls touchent les individus de tous dges
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(moyenne = 45 ans) et sont 2 fois plus frequents chez les femmes. 3 a 5% des PTC
arrivent dans un contexte familial de polypose adénomateuse ou de maladie de
Cowden. Les principaux facteurs de risques de PTC sont I'existence de Iésions pré-
néoplasiques et I'iradiation cervicale (& des fins thérapeutiques ou accidentelle),
particulierement durant I'enfance (Figge, 2006) (Taylor et al., 2009) (Veiga et al.,
2012)(Reiners et al., 2013). lls forment des nodules fermes souvent mulfifocaux,
caractérisés au niveau histologique par la présence majoritaire de papilles
(monocouche épithéliale entourant un centre fibro-vasculaire).

Pres d'un tiers des PTC présentent une extension extra-glandulaire et une invasion
lymphatique précoce. Des métastases pulmonaires sont retfrouvées dans 5 & 10%

des cas. La survie globale en cas de PTC est estimée & 20 ans a 92%.

- Les carcinomes folliculaires de la thyroide (FTC), retrouvés chez des individus de
plus de 50 ans et en cas de carence iodée. La tumeur est un nodule isolé, au sein
duqguel la structure des follicules est conservée bien que présentant quelques
anomalies architecturales. Les FTIC extensifs présentent des métastases
pulmonaires, osseuses et cérébrales, I'invasion s'effectuant par voie sanguine
essentiellement. La survie globale des patients porteurs de ce type de tumeur est

estimée & 70% a 20 ans (Figge, 2006).

Il existe des variantes histologiques des carcinomes papillaires et folliculaires, comme par
exemple le carcinome papillaire & cellules hautes ou cylindrigues, le carcinome
oncocytaire a cellules de HUrthle, les carcinomes insulaires ou trabéculaires.

Les carcinomes thyroidiens peu différenciés, trés rares, sont considérés comme des
tumeurs hétérogenes a contingent cellulaire polymorphe. Retrouvées chez les personnes

agées, ces tumeurs sont toujours 1étales.

Enfin, le carcinome anaplasique de la thyroide (ATC) constitue une des entités les plus
agressives de tumeurs humaines et sa progression est tres rapide (Schlumberger and Pacini,
2012). Il concerne moins de 2% des tumeurs thyroidiennes (Nikiforov and Nikiforova, 2011) et
survient chez des patients &dgés (maximum d'incidence a 70 ans). Toujours métastatique
d'emblée, la survie a 3 ans est considérée comme exceptionnelle (Figge, 2006). Il s'agit la
plupart du temps de tumeurs constituées de cellules de type folliculaire dédifférenciées,
la cause de ce phénomene restant inconnue. Les cellules tumorales ne présentent plus
de marqueurs folliculaires spécifiques tels que la thyroglobuline, les transporteurs d'iode

ou le récepteur a la TSH.
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% BASES MOLECULAIRES DES TUMEURS DU CONTINGENT FOLLICULAIRE

Les anomalies génétiques somatiques mises en évidence dans les PTC siegent au niveau
de la voie des MAP kinases (Mitogen-Activated Protein), principale voie de transmission
des signaux de prolifération des facteurs de croissance. L'activation permanente de cette
voie est provoquée par des mutations ponctuelles activatrices des genes BRAF (40-45%),
RAS (10-20%) et TRK (5%). ainsi que par des réarrangements impliquant le récepteur
membranaire RET (formant les transcrits de fusion RET/PTC) entrainant son expression et son
activation ectopiques (Nikiforov, 2002) (Sapio et al., 2007) (Nikiforov and Nikiforova, 2011)
(Xing, 2013) (Figure 4).

Des mutations ponctuelles des genes RAS sont également retrouvées dans 40 a 50% des
FTC. Les autres anomalies présentées par ce type de tumeurs étant les réarrangements
PPARYy-PAX8 (30-35%), les mutations activatrices des genes PIK3CA (10%) et les mutations
inhibitrices de PTEN (10%), impliquées dans la voie de régulation de I'apoptose et du cycle
cellulaire PI3K/Akt (Nikiforov and Nikiforova, 2011) (Xing, 2013) (Figure 4).

Des mutations inactivatrices de TP53 et activatrices de AKT1 et CTNNBI sont observées
dans les tumeurs pauci- ou indifférenciées (Figure 4). D'autres anomalies moléculaires
secondaires ont été décrites dans ces tumeurs, telles que la surexpression de VEGF, VEGFR,
EGFR, la diminution de I'expression du symporteur de I'iode (NIS) ou encore la perte

d'expression de la peroxydase thyroidienne (TPO).

RAS .
Rei-Pic Carcinome

TRK/V papilaire
Cellule

foliculaire -

Pax8-PPARg Adénome Carcinome /'

folliculaire foliculaire

Carcinome
— — —p anaplasique

FIGURE 4 : PATHOGENESE MOLECULAIRE DES CARCINOMES DIFFERENCIES DE LA THYROIDE
D'apres les données de (Nikiforov and Nikiforova, 2011).

Il est & noter que le carcinome papillaire de la thyroide fait partie des 25 types tumoraux
sélectionnés par le consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas, phase Il — cf. chapitre
3.1.2) pour une analyse génomique complete, dont les données sont librement

accessibles en ligne (http://cancergenome.nih.gov/cancersselected/thyroid).
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1.2.2. Pathologies du contingent parafolliculaire

Les pathologies du contingent parafolliculaire thyroidien sont en rapport avec un défaut
d’homéostasie cellulaire, et il est trés rare d'en observer une dysfonction primaire. On

distingue I'hyperplasie bénigne des cellules C et les carcinomes médullaires de la thyroide.

1.2.2.1. Hyperplasie des cellules C (HCC)

L'hyperplasie des cellules C résulte de I'augmentation du nombre de cellules
parafolliculaires au sein du parenchyme thyroidien, n'enfrainant pas d’altération

structurale ou fonctionnelle de celui-ci.

D'un point de vue histologique, I'hyperplasie est définie par la détection
immunohistochimique d'au moins 50 cellules exprimant la calcitonine par champ
d’observation microscopique (au grossissement x100). L'observation doit étre effectuée
sur 1 ou 3 champs de la région tiers-supérieure de chacun des 2 lobes (Albores-Saavedra
and Krueger, 2001) (Kaserer et al., 2001) (Guyétant et al., 2003). L'hyperplasie peut étre
diffuse, focale ou nodulaire (Perry et al., 1996) (Figure 5). Seules les hyperplasies nodulaires,
formant des structures bien délimitées en coloration standard Hématéine-Eosine-Safran
(HES), sont dites néoplasiques. La présence d'atypies cellulaires et d'un pléomorphisme
nucléaire serait indicative d'un état pré-cancéreux, possiblement évolutif en carcinome
(Sheu et al., 2003) (Guyétant et al., 2006). En effet, des nodules hyperplasiques sont observés
chezlesjeunes apparentés ou en association avec des carcinomes déja développés dans
les formes familiales de CMT (Kaserer et al., 1998) (Ashworth, 2004).
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FIGURE 5 : COUPES HISTOLOGIQUES DE TISSU THYROIDIEN APRES IMMUNOMARQUAGE CALCITONINE
A. HCC focale (x100) B. HCC diffuse (x150) C. HCC nodulaire (x200)
Source : (Delellis, 2010)
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Des hyperplasies peuvent étre observées de maniere physiologique aux dges extrémes
(nouveau-né et personne dgée) et chez I'nomme comparativement a la femme. Elles
peuvent également étre réactionnelles, secondaires & certaines situations comme
I'hypercalcémie chronigue, I'hémodialyse périodique, I'hyperparathyroidie,
I'hypergastrinémie ou les autres pathologies thyroidiennes (thyroidite lymphocytaire ou
carcinome différencié). Les hyperplasies correspondantes sont toujours diffuses ou locales,

difficlement détectables en HES et sans atypies cellulaires.

Au niveau biologique, I'hyperplasie des cellules C peut étfre responsable d'une
hypercalcitoninémie modérée. Ce symptdéme n’'étant toutefois pas obligatoire, celles-ci
sont souvent diagnostiquées de maniere fortuite (Kaserer et al., 1998) (Albores-Saavedra
and Krueger, 2001) (Sheu et al., 2003) (Guyetant et al., 2003).

1.2.2.2. Carcinome médullaire de la thyroide (CMT)

Le carcinome médullaire de la thyroide est une hyperplasie invasive des cellules
parafolliculaires, ayant pour conségquence une altération structurale et fonctionnelle du
parenchyme thyroidien et parfois des structures anatomiques avoisinantes. Il est considéré
comme tumeur thyroidienne de par sa localisation anatomique et comme tumeur

neuroendocrine de par son origine embryologique.

1.3. CARACTERISTIQUES CLINIQUES DU CMT

1.3.1. Epidémiologie du CMT

Le CMT est un cancer trés rare, qui concerne moins de 6% des cancers de la thyroide
(cette fréquence de diagnostic est similaire aux cancers thyroidiens peu différenciés et
anaplasiques), soit moins de 0,1% de I'ensemble des cancers (Richards, 2010). Sa
prévalence dans la population générale est estimée a 1/14300 habitants (Leboulleux et al.,
2004) et son incidence semble stable au cours des derniéres décennies (Davies and Welch,
2006). Selon le réseau francais des registres des cancers (Francim), 102 nouveaux cas de
CMT ont été diagnostiqués en France entre 2000 et 2004 (estimation par extrapolation des
données obtenues a partir des registres de 16 réseaux généraux départementaux),

correspondant d une moyenne de 20 cas diagnostiqués sur I'ensemble du territoire par
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an. L'incidence la plus élevée est observée entre 45 et 65 ans (chiffres donnés pour la
période 1980-2004) (Colonna et al., 2010). La mortalité du CMT est évaluée a 18%, 25% et
75% a 5, 10 et 20 ans respectivement. Celle-ci augmente de facon exponentielle avec
I'ége, trés prononcée apres 75 ans (Figure 6) (Colonna et al., 2010). Ces chiffres révelent le
développement lent, mais souvent Iétal de cette pathologie. Enfin, rappelons que le CMT
est responsable de prés de 15% des décés dus a un cancer de la thyroide (Roman et al.,
2006).
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Le CMT présente une composante familiale forte comparativement aux autres types de
cancers. En effet, prés d'un tiers des cas sont transmis de maniére héréditaire. A
I'exception de cette spécificité, peu d'autres facteurs de risque du CMT ont été définis. Le
sexe ratio est proche de 1 (la mortalité semblant toutefois plus importante pour les
hommes), et contrairement aux fumeurs thyroidiennes différenciées, il n’est lieé ni & une
carence ou surcharge iodée, ni & une exposition aux radiations ionisantes (Roman et al.,

20006).

1.3.2. Présentations cliniques du CMT
% FORMES FAMILIALES DE CMT

Le CMT est transmis de maniére héréditaire dans 20 a 30% des cas. Il peut étre retrouvé
de maniéere isolée (CMT familial ou syndrome de Farndon - (Farndon et al., 1986)) ou en
association a d'autres désordres endocriniens : ces entités représentent les néoplasies
endocriniennes multiples NEM de type 2a et 2b, également appelées syndromes de Sipple
et de Gorlin. Dans tous les cas, le CMT est pathognomonique du syndrome familial. Il est
transmis selon un mode autosomique dominant, dont la pénétrance est compléte a 40
ans, mais d'expressivité clinique variable. La prévalence des cas de CMT familiaux de

novo (sans contexte familial connu) est estimée entre 5 et 16 %.
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Le syndrome NEM2a représente plus de 60% des CMT d’origine familiale. Il associe & la
tumeur parafolliculaire (Sipple, 1961):
- un phéochromocytome (tumeur des cellules chromaffines de la médullosurrénale)
dans 50% des cas,
- une hyperparathyroidie en rapport avec une hyperplasie ou un adénome
parathyroidien dans 20% des cas,
- et plus rarement une maladie de Hirschsprung (aganglionose intestinale
congénitale) ou une notalgie parésthésique (neuropathie sensitive).
Le pic d'incidence du syndrome NEM2a est situé entre 20 et 30 ans, son développement

parait plus précoce qu'en cas de CMT familial isolé.

Le syndrome NEM2b est plus rare (5% des cas). Il correspond a une tumeur parafolliculaire
agressive (Pacini et al., 2010), jamais associée a une hyperparathyroidie primaire, mais
possiblement & (Gorlin et al., 1968):

- un phéochromocytome (50%),

- des neuromes cutanéomuqueux et digestifs (pseudo-Hirschsprung),

- une hypertrophie des nerfs cornéens,

- une dysmorphie marfanoide (grande taille, croissance exagérée des membres).
L'expressivité du syndrome NEM2b entraine un diagnostic anticipé de la maladie, souvent

avant I'age de 10 ans.

Au niveau histologique, les CMT familiaux correspondent & des nodules froids multifocaux
bilatéraux, le plus souvent associés a un fond hyperplasique diffus ou nodulaire (Franc and
Modigliani, 1998) (Leboulleux et al., 2004).

% FORMES SPORADIQUES DE CMT

Le CMT est d'apparition sporadique dans la majorité des cas (70%). Ces formes ne
concernent que des tumeurs isolées, non particulierement associées a une hyperplasie
sous-jacente. Il s’agit le plus souvent de nodules monofocaux, refrouvés a la jonction du
tiers supérieur et des 2 tiers inférieurs d'un des lobes thyroidiens (Leboulleux et al., 2004). De
diagnostic tardif, il présente un pic d'incidence entre 40 et 60 ans et est souvent
métastatique d’emblée (Pacini et al., 2010).

Les CMT sporadiques peuvent, de maniére rarissime (3% des cas), étre associés a un
contingent tumoral folliculaire. L'origine de ces formes mixtes reste inconnue et leur

pronostic est comparable d celui d'un CMT sporadique commun.
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1.3.3. Critéres diagnostiques du CMT
% CRITERES CLINIQUES

Il existe peu de symptdomes cliniques spécifiques évocateurs d'un CMT, hormis une
agrégation familiale pour les CMT transmis & la descendance. Les nodules les plus
volumineux peuvent étre détectés 4 la palpation du cou ou par des signes
d’envahissement (altération de la fonction thyroidienne) ou de compression (géne
cervicale, dysphagie). Les tumeurs les plus évoluées sont responsables de bouffées de
chaleur et de diarrhées motrices importantes. Les techniques d'imagerie, telles que

I'échographie thyroidienne, peuvent également révéler un nodule suspect.

% CRITERES BIOLOGIQUES

Le CMT possede une spécificité biologique par la sécrétion de la calcitonine (CT), qui en
est de ce fait le marqueur tumoral de diagnostic et de suivi (Tubiana et al., 1968) (Leboulleux
et al, 2004). Le dépistage systématique, réalisé en préopératoire par le dosage
immunologique de la calcitonine sérique, permet de diagnostiquer le CMT a un stade
précoce dans 60 d 70 % des cas (lacobone et al., 2002) (Rieu et al., 1995) (Niccoli et al., 1997)
(Kaserer et al., 1998).

Une élévation modérée de la calcitoninémie basale (inférieure a 10 pg/mL chez le sujet
sain) n'est pas un marqueur spécifique du CMT : elle peut étre observée en cas de
thyroidite, d'hyperplasie réactionnelle ou s'il existe d'autres tumeurs neuroendocrines
(Karanikas et al., 2004) (Gibelin et al.,, 2005). En revanche, son augmentation nette
(supérieure a 30 pg/mL) ou apres stimulation par injection de pentagastrine (prélevements
réalisés 0, 1, 3, 5 et 10 minutes aprés injection infra-veineuse lente d'un analogue de la
gastrine) signe avec plus de cerfitude une pathologie des cellules parafolliculaires,
hyperplasie ou CMT (Niccoli et al., 1997) (Hahm et al., 2001) (Elisei et al., 2004). Enfin, puisqu'’il
existe une bonne corrélation entre le taux de calcitonine et le volume tumoral (Cohen et
al., 2000), une hypercalcitoninémie tres élevée (souvent supérieure a 100 pg/mL) est un
signe tres évocateur de CMT (Hahm et al., 2001) (Elisei et al., 2004).

L"’ACE (Antigene Carcino-Embryonnaire) est, de facon inconstante, également augmenté
(taux sérique supérieur A 5ng/mL) (Brandi et al., 2001). Son dosage est souvent réalisé

concomittament a la calcitoninémie.
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% CRITERES CYTO-HISTOLOGIQUES

Le diagnostic histologique permet I'identification certaine du CMT dans 88 & 100% des cas.
Il peut étre réalisé sur 2 types de prélevements :

- Surun liguide de cytoponction ; mais la morphologie relativement peu spécifique
des cellules parafolliculaires rend cet examen délicat (risque de faux négatifs). Un
immunomarquage calcitonine et une analyse tissulaire complémentaire sont
toujours nécessaires.

- Par analyse d'une piece opératoire (thyroidectomie, curage ganglionnaire,

métastase tissulaire), de maniere extemporanée ou apres fixation.

FIGURE 7 : ASPECT MICROSCOPIQUE D’UN CMT
Coloration HES (& gauche) et immunomarquage calcitonine (a droite).
Source : Pathology and Lab Medicine Group http://www.flickriver.com/groups/labmed/

AU niveau macroscopique, le CMT forme des nodules non-encapsulés de couleur blanche
A jaundtre, retrouvés préférentiellement au tiers supérieur des lobes, mono- ou pluri-
focaux, uni- ou bilatéraux.

En microscopie, I'architecture est variable (travées, lobules, massifs, pseudo-papilles), les
cellules sont polymorphes rondes, fusiformes ou polyédriques. Le stroma est abondant,
fioreux, et présente de dépdts amyloides dans 80% des cas (cette observation étant
directement liée aI'activité sécrétoire des cellules) (Hazard et al., 1959) (Thliveris et al., 1976)
(Das et al., 2007) (Pinto and Nosé, 2013). En immunohistochimie, le marquage calcitonine,
positif au niveau cellulaire et stromal, est le seul obligatoire afin d'affirmer le diagnostic
(Figure 7). Notons tout de méme que les cellules sont également positives aux anticorps
anti-ACE, anti-chromogranine et anti-TTF-1.

Une recherche d'hyperplasie associée doit étre menée de facon systématique, autour
de la fumeur et dans le lobe contralatéral, afin de distinguer une éventuelle forme
familiale. De ce fait, un diagnostic histologique négatif ne peut étre rendu sans
I'observation minutieuse de chacun des lobes.

Enfin, le CMT constituant une entité relativement rare et bien que n'entrant pas dans les

types tumoraux éligibles a la cryopréservation a visée sanitaire définis par I'INCa (INCa,
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2011), il est fortement recommandé de conserver les tissus ayant permis d'établir le

diagnostic, de maniéere pérenne, au sein d'une tumorotheque.

% CRITERES MOLECULAIRES

Les patients porteurs d'une forme familiale de CMT présentent tous une mutation
ponctuelle germinale de I'oncogéne RET, codant un récepteur tfransmembranaire a
activité tyrosine kinase (Donis-Keller et al., 1993) (Mulligan et al., 1993b). Ces mutations sont
également retfrouvées au niveau somatique dans 40% des formes sporadiques et sont
considérées comme anomalies moléculaires causales du CMT (Eng et al, 1994).
L'anomalie moléculaire causale des autres formes sporadiques demeurait, jusqu'd il y a
peu, inconnue.

Devant la forte proportion des formes familiales, tout nouveau CMT doit étre considéré
comme cas index potentiel et I'analyse moléculaire du géne RET au niveau germinal est
donc proposée a titre systématique. L'identification d'un cas index induit le dépistage des
apparentés a risque, permettant ainsi une prise en charge thérapeutique ou
prophylactique précoce (par thyroidectomie) : le dépistage génétique chez les enfants
de moins de 5 ans permet, aprés chirurgie, de réduire de 50% le risque de développement
d'un CMT & I'ége adulte (Kloos et al., 2009).

L’'ensemble des anomalies moléculaires présentées par les tumeurs de type CMT faisant
I'objet de ce travail, celles-ci seront décrites en de plus amples détails dans chacun des

paragraphes concernés.

1.3.4. Critéres pronostiques du CMT

Le CMT est une tumeur lymphiphile, sa dissémination précoce par voie ganglionnaire est
fres fréquente, y compris en cas de microcarcinome (Moley and DeBenedetti, 1999)
(Tamagnini et al., 2005). Des adénopathies cervicales ou des métastases a distance, de
localisation hépatique, pulmonaire ou osseuse, constituent le mode de révélation dans
pres de 20 % des cas (Barbet et al., 2005).

L'invasivité extra-thyroidienne est un critere fort de pronostic du CMT, quel que soit I'age
du patient au diagnostic (Modigliani et al., 1998) (Hyer et al., 2000) (de Groot et al., 2006). Les
métastases a distance représentent la cause majeure de mortalité, avec un abaissement
de la survie a moins de 20 % & 10 ans aprés leur diagnostic (contre plus de 65% pour les

formes localisées). Cette corrélation est la plus significative chez les hommes (Modigliani et
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al., 1998). La guérison biologique est en revanche quasi constante pour tous les patients
sans métastases ganglionnaires.

L'exploration et la localisation de sites secondaires peut éfre réalisée aI'aide de méthodes
d'imagerie conventionnelle (échographie, tomodensitométrie, imagerie par résonnance
magnétique, scintigraphie) ou avec des techniques spécifiques, telles que la

laparoscopie ou le cathétérisme veineux étagé (Medina-Franco et al., 2001).

.0

% EVALUATION HISTOLOGIQUE DES LOCALISATIONS SECONDAIRES

L'évaluation de I'invasivité du CMT est établie a I'aide de la classification TNM (Tumor
Node Metastasis), qui distingue les microcancers (tumeur de taille inférieure & 1 cm), les
formes localisées intra-glandulaires, les formes localement avancées avec envahissement
ganglionnaire et les formes métastatiques avec envahissement d'organes a distance
(Table 2). Les métastases ganglionnaires surviennent dans 20 a 30% des cas de
microcarcinomes, 50% dans les cas présentant une tumeur de taille comprise entre 1 et

4cm, et 90% au-deld (Moley and DeBenedetti, 1999) (Scollo, 2003).

Dans la suite de ce travail, nous nommerons :
- tumeur localisée, toute tumeur classée T(1,2,3NOMO (stades | & lll);
- tumeurlocalement invasive, toute tumeur Ti1,2,34N1Mxo) (stades lll, IVa/b);
- tumeur métastatique, toute tumeur Tj1,234N1MI (stade IVc).

Tx Tumewur non évaluable
TO Aucune tumeur trouvée
T1 Tumeur de taille 22em, limitée 3 la thuraide
Tla Tumeur de taille 21cm, limitée 3 la thyraide
Tlb Tumeur de taille = lom et =2em, limitée 3 la thuroide
T2 Tumeur de taille > Zem et 2=dem, limitée 3 la thuroide

Tumeur de taille > dem, limitée 3 la thuroide
T3 ou

Toute tumeur présentant une extension extrathyroidale minimale [tissus mous périthuroidaus)

Tda  Tumeur detoute taille s'étendant en dehors de la capsule tissus mous sous-cutanés, laryns, trachée, eosophage ou nerf laryngé récurrent]

Tdb  Tumeur de toute taille erwahiszant le fascia prévertébral, 'artére caratidienne ou les vaizseaus médiastinaus

MNx Ganglions non évaluables
N0  Pa:zde métastase ganglionnaire retrouvée
N1 Prézence de métastazes ganglionnaires
Nla Métastases duniveau IV [prétrachéal, paratrachéal, prélarungs)

NIb  Métastazes unilatérales, contralatérales oubilatérales cervicales, rétropharyngées ou du médiastin supérieur

Mx  Métastases 4 distance non évalusbles
MO  Pasdemétastaze & distance

M1 Présence de métastasels]

TABLE 2 : CLASSIFICATION TNM DES CMT
D'apres les données de (Edge and American Joint Committee on Cancer, 2010)
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% SIGNES D’APPEL BIOLOGIQUES D'UNE MALADIE RESIDUELLE

En sus de son intérét diagnostique, la calcitonine sérique est également utilisée en tant
gue marqueur de maladie métastatique ou résiduelle apres traitement du CMT :

- La calcitoninémie basale étant corrélée au volume tumoral, un bilan d'extension
se justifie si les valeurs de celle-ci sont élevées ou si un non-retour aux valeurs
usuelles aprés thyroidectomie totale est observé. Le temps de demi-vie de la
calcitonine est estimé entre 15 et 120 minutes, ces valeurs dépendant fortement
de sa concenfration (Algeciras-Schimnich et al., 2009).

- Le calcul du temps de doublement de la calcitonine permet d'évaluer la vitesse
d’évolution des sites tumoraux. Celui-ci est directement relié a I'agressivité et au
pronostic du CMT : un temps de doublement inférieur & 24 mois révéele une forme
explosive de la maladie (Miyauchi et al., 1984) (Barbet et al., 2005) (Laure Giraudet et
al., 2008) (Meijer et al., 2010) (Gawlik et al., 2010).

Il est important de souligner que le dosage et I'immunomarquage calcitonine, bien que
tests spécifiques au CMT, peuvent présenter un intérét limité dans les tumeurs exposant un
phénotype de dédifférenciation marqué (perte d'expression de CALCA). Dans ces
tumeurs constituant les entités les plus agressives de CMIT, la sécrétion d'ACE est
augmentée et son évaluation, au niveau sérique ou tissulaire, constitue donc également

un indicateur de mauvais pronostic.

1.3.5. Prise en charge thérapeutique du CMT

Avant toute action, I'évocation cliniqgue de CMT doit enfrainer la recherche de
comorbidités associées, et notamment d'un éventuel phéochromocytome (Pacini et al.,
2010). La suite de la prise en charge du CMT (auscultation, actes invasifs, imagerie,
chirurgie) est susceptible d'induire de fortes poussées hypertensives et doit étre adaptée

en ce Cas.

% THERAPIES CONVENTIONNELLES

La prise en charge en premiere intention d'un CMT est toujours chirurgicale. Celle-cCi
consiste en une thyroidectomie totale et un curage ganglionnaire bilatéral (y compris en

cas de nodule unilatéral).
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Une exérese compléete et rapide de la tumeurimpacte tres fortement le pronostic en post-
opératoire (Pacini et al., 2010), le taux de survie a 10 ans atteignant 70 & 95% pour les CMT
biologiquement guéris (Scollo, 2003) (Schlumberger et al., 2008). Ses modalités sont
conditionnées par la forme clinique et les indices pré-opératoires d'invasivité du CMT : elle
doit étre réalisée moins d'un an aprés le diagnostic en cas de forme familiale de type
NEM2b et avant 5 ans pour les formes NEM2a ou si une augmentation de la calcitoninémie
stimulée est observée (Gimm et al., 2004). Une reprise chirurgicale peut étre indiquée en
cas de maladie résiduelle locorégionale, néanmoins celle-ci ne permet la normalisation

de la calcitoninémie que dans 30% des cas (Pellegriti et al., 2003).

Il n'existe pas de traitement conventionnel efficace en seconde intention du CMT, pour les
cas dont la résection n'a pas permis la guérison. Les traitements systémiques sont
essentiellement & visée padlliative (traitement de la diarrhée et de la douleur)
(Schlumberger et al., 2008). La chimiothérapie montre un taux de réponse objective de
20%, une amélioration symptomatique partielle et fransitoire et aucun bénéfice sur la
survie (Orlandi et al., 1994) (Modigliani et al., 1998) (Nocera et al., 2000). La radiothérapie
cervicale ou médiastinale et la radio-immunothérapie anti-ACE ont été proposées, sans
plus de succes (Stein et al., 2002) (Pellegriti et al., 2003) Les cellules parafolliculaires ne fixant
pas l'iode, elles sont par conséguent insensibles aux traitements de radiothérapie
métabolique utilisant I'isotope radioactif 1311

La chimio-embolisation, la radiofréquence ou |'exérése chirurgicale peuvent étre

appliguées aux métastases hépatiques.

% THERAPIES SPECIFIQUES

De nouvelles perspectives prometteuses sont apportées par les thérapies ciblant
spécifiguement les anomalies moléculaires des tumeurs (cf. chapitre 3.1.3 en page 69).
Plusieurs inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) - incluant RET dans leur spectre d'activité - sont

actuellement d I'essai en France pour un usage en cas de CMT métastatique (Table 3).

Nous citerons comme exemples les 2 molécules pour lesquelles les essais sont les plus
avanceés :
- le vandétanib (CAPRELSA®, AstraZeneca), ayant montré de bons résultats chez des
patients atteints de maladie résiduelle non résécable et ayant obtenu une
autorisation conditionnelle de mise surle marché en Europe pour cette application

en février 2012 (dans I'attente d’études complémentaires concernant les critéres
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moléculaires de réponse - rapport d'évaluation EMEA/H/C/002315-R/0002). Le
vandétanib cible, en sus de RET, les récepteurs EGFR et VEGFR (Herbst et al., 2007).
- le cabozantinib (XL-184, COMETRIQ®, Exelixis), approuvé par I'agence du
médicament américaine (FDA) depuis novembre 2012 et en cours d'évaluation
pour une autorisation de mise sur le marché européenne courant 2014. Le

cabozantinib cible les récepteurs RET, VEGFR, MET, FLT-3 et KIT (Kurzrock et al., 2011).

Il est intéressant de constater que I'ensemble des ITK utilisés présentent un spectre
d'activité large, incluant des cibles additionnelles & RET, comme les récepteurs de facteurs
de croissance VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), MET (ou HGFR, Hepatocyte Growth Factor Receptor) et KIT (ou
SCFR, Stem Cell Factor Receptor). Bien que ces cibles soient exprimées en proportions
variables dans les tumeurs de type CMT (Rodriguez-Antona et al., 2013), leur implication
dans la réponse aux traitements par ITK n'a - jusqu’'a présent - pas encore été évaluée.
Chez certains patients, la réponse a ces drogues semble étre limitée et/ou transitoire, mais
les mécanismes moléculaires & I'origine de ces résistances primaires et secondaires n'ont
pas encore été expliqués (cf. chapitre 3.1.3 en page 69).

Notre équipe a récemment réalisé une étude d'évaluation de marqueurs protéiques de
réponse au sunitinib et au vandétanib dans le CMT, décrivant un réle prépondérant des
protéines impliquées dans l'invasion tissulaire et le pouvoir métastatigue comme le
récepteur VEGFR2, les métalloprotéases, |'urokinase, les cadhérines, 'interleukine 8, la
tenascine C, le TGFg2 |'ostéonectine ou encore CD44 (Broutin, 2011) (Broutin et al., 2011)
(Broutin et al., 2014).

Enfin, si ces thérapies innovantes semblent montrer une certaine efficacité dans le
traitement des CMT réfractaires, elles ne sont pourtant pas dénuées de toxicité. Elles
induisent trés souvent des effets indésirables séveéres de grade 2, tels que de fortes
diarrhées (70% des patients en phase Il d’évaluation du vandétanib, pour exemple), des
éruptions acnéiques (63%), des froubles du sommeil et une fatigue importante (63%).

Des effets indésirables de grade 3 et 4, tels que I'allongement de I'onde cardiagque QT
(8%) ou I'augmentation de la pression artérielle de plus de 30mmHg (75%) nécessitent une
diminution de posologie voire I'arrét du traitement. Quelques déces directement
imputables & I'utilisation de ces molécules ont été rapportés.

Ainsi, en dépit de I'efficacité observée chez la majorité des patients traités, I'ensemble de
ces arguments négatifs sont susceptibles de limiter I'emploi de telles drogues, qui sont, de

surplus, tres coOteuses.
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Muoiécule

Cabozanfinib (XL184, Cometrig - Exelids)

Classe

K ciliant VEGFRZ MET. RET

Slatul/Fhase/Objecii
Actf. racrutement terming
Phogs (il
Etude delficocité ntenationale, randomizée vi placebo. en doubie
aveuge]

Vanrdélanib (ID4474, Caprelsa - Astralensca)

ITK ciblant VEGFR, EGFR, RET

Actf, recrutemeant terming

Phose il

Etude deficocité nternotiongie, rondomisde vi pigcebo, 8n double
aveuge)

Actil, recruiement terming
Phase |l
|Etude defficocité &t de toiémance inon sandomisée)

En cours douveriung

Etuds bénéficafrisque (ewrcpéanne, obsarvationnele. prospactive)

Compiet
Sunitinib (SU1 1248, Sutent - Ffizer] ITK ciolant PDGFE. VEGFE. KIT. RET |Phose I
Etuda dalficacitd af de todrance [multicaniigus, non randamzss)
Compilet
Motésanib [AMG-708 - Amgen] ITK ciblant VEGFR, PDGFR. KIT, RET |Phase !l

Etude deficocité et de toidrance [non rondomisés)

Sorafénib [BAY-43-5008, Mexawar - Bayer)

+
Evéralimus {AFIMITOR - Mowarfis Europharm)

ITK cibiant VEGFR, FDGFR. KIT, RET
FGFR. RAF, pas

inhibiteur ciblant mTORC

ACH, recrulement 1efmens
Fhass I/l

Etude dalficocité st de folérance

Lenvalinib [E7020 - Eisai]

IT¥, Ciignt VEGFRZ, VEGFR3

Actl recrutement tesming
Fhose Il
Etude delficocité e_ir__d?_tniémnca [mutticentdque. non randomsée)

Nintédanib | BIBF1120, Vargotsf - Boshringer Ingeihaim)

MK cibiant VEGFR1 /2. PDGFR. FGFR

En couns de recruiement
Phose |

en doulie aveugis)

Etude dalficacité & de jodancs | siropésnnes, rondomséa v piocebo,

Lucilanib (E-3810 - Ethical Oncology Science]

ITE civtont FGFR1/2. VEGFR1/2

En cours de recrutement
Phose 1/

Etude defficacité & de 1odrance [non randomsée en ecalode de
doses)

Compeet
lrovulfen + copécilabine Chimiathézopis combinds Fhiose 1
Etude deficocité &t de toiérance [non randomisse]
Complat
Rodicimmunathémpie combinés |Phase I

Anicams bispécifiques anli-CEA / anli-DTPA
+anki-""1 / ank-DTPA

Etude defficocité et de toldronce (non rondomisés)

TABLE 3 : MOLECULES EN COURS D'ESSAI POUR LE TRAITEMENT DES CMT REFRACTAIRES
Etudes en cours en France, d'apreés le répertoire américain ClinicalTrials (http://www.clinicaltrials.gov).
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1.3.6. Modeéles d’étude du CMT
% MODELES D’ETUDE IN VITRO DU CMT

Trés peu de modéles d’études humains du CMT existent. A I'heure actuelle, la seule lignée
cellulaire commercialisée est la lignée TT (Thyroid Tumor — ATCC CRL-1803). Cette lignée
constitue le modéle de référence du CMT, utilisé dans de trés nombreuses études. Etablie
en 1978 et principalement décrite par (Leong et al., 1981), elle dérive d'une tumeur
primaire prélevée chez une femme de 77 ans. Les cellules TT sont spontanément
immortelles et conservent leur pouvoir tumorigéne dans le temps (apres injection sous-
cutanée chez des souris nude), y compris aux passages trés tardifs. Elles présentent une
activité sécrétoire continue d'un tres grand nombre de molécules : calcitonine, ACE
(Leong et al., 1981), somatostatine (Gagel et al., 1986), POMC (pro-opiomélanocortine),
neurotensine, enképhaline, PTHrP (PTH-Releasing Peptide), GRP (Gastrin-Releasing
Peptide), sérotonine, chromogranine, synaptophysine, NSE (NeuroSpecific Enolase),
calbindine et tyrosine hydroxylase (Zabel & Grzeszkowiak, 1997). Leur temps de doublement
est évalué a plus de 83 heures (3,5 jours) et elles ne proliferent qu’a forte densité. Ces
cellules présentent une mutation activatrice RET p.Cysé34Arg semblable d celle retrouvée

dans les formes familiales NEM2a (Carlomagno et al., 1995).

Une seconde lignée humaine est également tres souvent utilisée en tant que référence
il s'agit des cellules MZ-CRC1. Cette lignée présente une mutation RET p.Met918Thr et a
été établie a partir d'un épanchement pleural présenté par une femme de 43 ans. Non

commercialisée celle-cireste,  ce jour, peu caractérisée (Cooley et al., 1995).

Quelques autres lignées humaines ont été établies mais n’apparaissent que tres rarement
dans les études, comme par exemple les cellules HMCa ou MTC-SK (Pfragner et al., 1990).
Enfin, citons le cas des cellules RO-H85-1, RO-D81-1, quelques fois utilisées comme modeles
mais dont I'analyse moléculaire récente révele qu'il s’agit en réalité de lignées cellulaires
issues de cancers vésicaux et coliques (Dadon et al., 2013).

Il existe plusieurs lignées d’origine animale (lignées murines MTC-M et 6-23, entfre autres),

mais leur usage est également parcimonieux (Zeytinoglu et al., 1980).

Enfin, & défaut de modéles existants, les études fonctionnelles des différents génotypes de
RET en vue d'évaluer leur implication dans|’'oncogenése du CMT sont réalisées a I'aide de
fioroblastes NIH-3T3 transformés par transfection de vecteurs d’expression (Santoro et al.,
1995)(Watanabe et al., 2002) (Plaza-Menacho et al., 2007)(Ercolino et al., 2008) (Prazeres et al.,
2011).
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% MODELES D’ETUDE IN VIVO DU CMT

La tumorigenese du CMT ainsi que la réponse aux différentes drogues peuvent étre
évaluéesin vivo par des expérimentations utilisant des modéles animaux, prenant ainsi en
compte les éventuelles interactions avec le micro-environnement tumoral. Dans le cas du

CMT, il existe plusieurs modeéles murins présentant une tumeur spontanée.

En 1997, notre équipe a établi un modele de souris transgéniques porteuses d'une
mutation RET au niveau germinal (mutation de type NEM2a p.Cysé34Arg — souche murine
C57BL6/DBA2), le transgéne étant placé sous le contréle du promoteur du gene CALCA.
Le CMT, seule pathologie observée chez ces animaux, survient en 7 a 14 mois. Il est toujours
bilatéral et de pénétrance totale. Ce modéle présente, en sus, I'avantage de développer
précocement une hyperplasie des cellules C (35% des individus — survenue en 3 semaines
a2 mois) et possiblement des métastases a distance (hépatiques et pulmonaires) (Michiels
etal., 1997).

De facon étonnante, d'autres modeles murins présentent des CMT spontanés. C'est le cas
par exemple des souris sur-exprimant les antigénes ST et MT du polyomavirus SV40
(Baetscher et al., 1991)(Felici et al., 1999), ¢-mos (Schulz et al., 1992) ou HRAS (Johnston et al.,
1998) ; celles présentant une mutation inactivatrice du géne RB1 (pRb — Protéine du
RetinoBlastome) (Williams et al., 1994) ou encore des souris invalidées pour le gene du
récepteur a la prolactine PRLR (Kedzia et al., 2005). Plus intriguant encore, le rat Sprague-
Dawley - espece la plus couramment utilisée en expérimentation animale - présente une
suscepfibilité notoire aux tumeurs endocrines, et particulierement aux CMT (Suzuki et al.,
1979). Pourtant, & I'heure actuelle, aucune anomalie moléculaire n'a pu étre associée &

cette prédisposition.

Enfin, des souris immunodéficientes xénogreffées sont également utilisées pour les
expérimentations. La greffe, cellulaire ou tissulaire (patient-derived xenograft — PDX), est
tres rarement réalisee de maniere orthotopique pour des raisons anatomiques (technique
nécessitant des compétences en microchirurgie) ; les flancs et la capsule surrénalienne y
sont préférés. Les modeles expérimentaux de xénogreffes cellulaires ont été en particulier
utilisés précédemment par notre équipe pour I'évaluation de la réponse thérapeutique

du CMT aux inhibiteurs de tyrosine kinases (Broutin et al., 2011) (Broutin et al., 2014).
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Problématique et enjeux du CMT

2.1. SPECIFICITES ET MODALITES D’ETUDE DU CMT

Nous avons abordé, en infroduction d ce travail, les spécificités du CMT.

Il s’agit d'une tumeur rare, mal définie au niveau phénotypique et dont les mécanismes
moléculaires sous-jacents — & I'exception des mutations activatrices de I'oncogene RET
(cf. chapitre 3.2.1.1, en page 72) — demeurent assez obscurs.

Siles formes localisées montrent une guérison quasi-totale apres thyroidectomie, les formes
localement invasives et métastatiques sont pour la plupart réfractaires aux traitements
adjuvants actuellement disponibles. L'utilisation récente des inhibiteurs de tyrosine kinase
ciblant RET semble prometteuse, mais révele de grandes disparités de réponses quirestent
a expliquer. Dés lors, une amélioration de la connaissance des spécificités moléculaires
physiologiques et/ou pathologiques des cellules parafolliculaires apparait étre un
préambule indispensable a I'amélioration de la prise en charge thérapeutique des

patients atteints.

Durant la demiere décennie, des avancées technologiques majeures ont permis une
nette amélioration de la caractérisation des tumeurs, qu'il s'agisse de descriptions
génomiques, franscriptomiques, protéomiques ou encore métabolomiques. Si ces
techniques peuvent sans conteste étre appliquées au CMT, celles-ci ne sont que tres
rarement réalisées, en raison de difficultés diverses spécifiques d ce type tumoral. Nous
aborderons, au cours des paragraphess suivants, les principaux écueils pouvant expliquer

la méconnaissance relative du CMT.

% LE CMT EST UNE TUMEUR NEUROENDOCRINE

Le CMT dérive des cellules parafolliculaires, dont I'origine embryologique et I'activité
sécrétfrice sont distinctes des thyrocytes. Le CMT constitue donc une entité a part,
biologiquement et moléculairement trés différente des tumeurs différenciées plus connues
(Hedinger et al., 1989). Il se rapproche en revanche des tumeurs impliquant les autres
cellules dérivées des crétes neurales, possédant ou non une activité neuroendocrine.
Selon toute vraisemblance, le CMT possede une grande similarité avec les gliomes, les
meéningiomes, les phéochromocytomes, ainsi qu’'avec les mélanomes et les carcinomes &

cellules de Merkel.
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% LECMTN’A PAS D'EQUIVALENT NON NEOPLASIQUE DISPONIBLE

Le nombre de cellules parafolliculaires dans le parenchyme thyroidien humain sain est
extrémement faible (moins de 0,1% des cellules). Cette réalité entraine de grandes
difficultés d'analyse, et notamment lors des expérimentations comparatives entre le tissu
tumoral et son équivalent non néoplasique. La microdissection laser ou le tri cellulaire
apres digestion tissulaire pourraient permettre d’obtenir un contingent de référence, mais
ces techniques restent marginales, coUteuses et complexes. De ce fait, les échantillons
correspondant a des CMT sont tres souvent - et 4 tort - comparés a des tissus thyroidiens

sains, composés A plus de 95% de thyrocytes.

% LE CMT EST UNE TUMEUR RARE

Avec une incidence de moins de 25 nouveaux cas par an en France, le CMT fait partie
des pathologies tumorales trés rares. Dans ce contexte, les études cliniques sur des
patients atteints sont limitées, les cohortes étant le plus souvent restreintes a quelques
individus, bien souvent non représentatifs de la grande diversité phénotypique du CMT.

De la méme facon, les collections sériques et fissulaires accessibles restent faibles en
effectifs et font souvent appel a des échantillons prélevés depuis longtemps (plus de 20
ans pour certains). Cette longue conservation souléve un autre probleme : les techniques
de conservation utilisées ont évolué au cours du temps, rendant les échantillons non
comparables entre eux (modalités de recueil, de fixation ou de congélation différentes).
De plus, certains prélevements sont inutilisables pour des techniques de biologie
moléculaire : ils ont par exemple été fixés a I'aide de solution d'acide picrique (liquide de
Bouin), méthode de fixation avantageuse pour I'observation de la morphologie tissulaire

et cellulaire mais altérant grandement les acides nucléiques (Srinivasan et al., 2002).

% LE CMT EST UNE TUMEUR A DEVELOPPEMENT LENT

Le CMT se développe lentement, du fait d'un temps de division cellulaire long. Cette
caractéristique impacte fortement les études cliniques, qui demandent un recul
d’observation important avant toute conclusion : I'évaluation des rechutes, de la réponse
aux fraitements et de la survie doit éfre effectuée sur plusieurs décennies (Machens et al.,
2013). Cette propriété induit également une grande difficulté a développer des modeles
d'étude de cette pathologie et explique la disponibilité restreinte de ces derniers, qu'il

s'agisse de modeéles cellulaires ou animaux.
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2.2. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Sila mise en évidence de mutations du gene RET dans des familles prédisposées au CMT
a permis d'expliquer le développement tumoral de la majorité des formes familiales, leur
présence n'est retrouvée que dans une partie seulement des cas sporadiques.

Il semblerait que d’autres altérations moléculaires soient impliquées dans ces formes, mais
celles-ci restent frés largement méconnues du fait des caractéristiques de la pathologie
énoncées plus haut. Or, la description complete des anomalies génétiques portées par
les CMT représente un enjeu majeur pour en améliorer leur prise en charge. Comme cela
a déja été réalisé pour d'autres types tumoraux, elle pourrait permettre une meilleure
définition a priori des groupes de patients a risque métastatique, et un meilleur aiguillage

a posteriori de ces mémes patients vers des thérapies ciblées existantes efficaces.

L'objectif principal de ce fravail de these est donc d’enrichir la compréhension des
mécanismes moléculaires initiant la tumorigenése et gouvernant le pouvoir invasif des
cellules parafolliculaires néoplasiques. Il pourrait permettre, par la suite, une définition plus
précise des modalités thérapeutiques a appliquer a chaque patient atteint de CMT, dans

une démarche de médecine personnalisée.

L'Institut Gustave Roussy (IGR) est le centre expert national coordinateur du réseau
francais des tumeurs de la thyroide réfractaires (réseau TuThyRef). Il a été labellisé ainsi par
I'INCa, conformément da la mesure 23 du Plan Cancer 2009-2013, permettant
I'amélioration de la prise en charge de patients atteints de tumeurs rares. Il est, de ce fait,
un des centres de références du CMT en France. Cette centralisation nous permet de
disposer d'une collection tissulaire humaine frés précieuse et non négligeable, au regard

de la rareté de la pathologie.

Le travail présenté ici a débuté par la constitution d'une base de données cliniques
décrivant une large cohorte de CMT humains, comprenant des tissus cryopréservés et des
tissus fixés puis conservés en paraffine (tissus FFPE — Formalin-Fixed Paraffin-Embedded),
collectés de maniere rétrospective (patients diagnostiqués entre 1986 et 2013) ou
prospective (d'avril & octobre 2013), a I'lGR ou dans d’'autres centres collaborateurs

francais.
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Nous avons par la suite cherché & caractériser cette cohorte, en utilisant des techniques
de biologie moléculaire d haut-débit permettant la description de ces tumeurs a plusieurs
niveaux :

- Dans un premier temps, nous avons recherché les anomalies génomiques
structurales présentées par de telles tumeurs, comparativement au génome
humain sain de référence. Pour ce faire, nous avons ufilisé des méthodes de
séguencage direct et de nouvelle génération (NGS - Next-Generation
Sequencing). ainsi que d’'hybridation comparative sur puce a ADN (CGH-array).
Les résultats obtenus, qu'il s'agisse de mutations ponctuelles ou d’anomalies de
grandes ampleurs, sont présentés en partie 3 de ce manuscrit, débutant en page
63.

- Dans un second temps, nous avons décrit — par technique de génomique
fonctionnelle de type puce a ADN puis validation par PCR quantitative - les profils
différentiels d’expression des microARN entre groupes de tumeurs. La recherche
de microARN d'intérét au niveau circulant a ensuite été effectuée apres
adaptation d'une technique de PCR quantitative, sur des échantillons sériques
d'individus sains et de patients atteints de CMT. Enfin, I'analyse fonctionnelle de
ces mémes microARN a été réalisée surleslignées cellulaires TT et MZ-CRC 1, a I'aide
de techniques de transcriptomique (permettant la définition d’ARN messagers
directement ou indirectement régulés par lesdits microARN). L'ensemble des
résultats correspondants constitue la partie 4 de ce manuscrit, débutant en page
143.

Ainsi, nous avons souhaité apporter une vision globale du ‘paysage moléculaire’ des
tumeurs de type CMI. Cette démarche de biologie intégrative s'est appuyée sur les
données précédemment obtenues par notre équipe, dans les modeles murins RET634
(Ameur, 2008) ainsi que dans certaines tumeurs humaines, dont I'étude du franscriptome

avait eté relatée par (Ameur et al., 2009b).

Enfin, nous avons également cherché & améliorer les conditions d’'études du CMT, par la
caractérisation compléte des 2 lignées cellulaires a notre disposition, mais également par
la production de nouveaux modéles. Les données obtenues pour les cellules TT et MZ-
CRC1 seront données en résultats complémentaires de chacune des parties de ce
manuscrit. Les tentatives d'isolement de cellules parafolliculaires saines & partir de produits
de thyroidectomie (par tri cellulaire aprés immunomarquage), ainsi que I'établissement
de xénogreffes (PDX sur souris nude) et de cultures primaires de CMT ne seront pas

présentées ici, puisque restées infructueuses.
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Génomique structurale des CMT

3.1. INTRODUCTION

3.1.1. Principe général d’'évolution somatique des cancers

Une cellule, au cours du temps et sous I'influence de facteurs exogénes (carcinogenes
tabagiques, substances chimiques, radiations ionisantes...), accumule un grand nombre
de variants. Ces anomalies sont pour la plupart fransitoires, car prises en charge par les
mécanismes endogenes de réparation qui assurent le maintien de l'intégrité cellulaire.
Lorsgu'elles persistent, elles peuvent soit présenter une pénétrance nulle, soit se traduire
par des modifications phénotypiques plus ou moins conséquentes. Les tumeurs peuvent
étre considérées comme des mosaiques de cellules dont les changements génétiques
et/ou épigénétiques non réparés ont conduit d une modification de leur capacité a
proliférer, & une altération des mécanismes de mort programmée ou encore G des
capacités accrues de migration et d'invasion tissulaire. Si I'hypothese d'une origine
génétique du développement tumoral a été énoncée pour la premiere fois en 1914 par
le biologiste allemand Theodor Boveri (Goldschmidt, 1916), les concepts d’'oncogene,
d'anti-oncogene et de gene suppresseur de tumeur n’ont quant a eux été décrits qu'a
partir des années 1970 (Huebner and Todaro, 1969) (Knudson, 1971) (Stehelin et al., 1976).

D'un point de vue phylogénétique, les premieres cellules a I'origine de la tumeur sont

appelées cellules-souches cancéreuses (cancer stem cells) (Reya ef al., 2001). Trés rares
au sein d'une tumeur (leur proportion a été estimée au maximum a 0,1% dans les tumeurs
solides), elles seraient dotées de capacités d'auto-renouvellement et de prolifération
semblables aux cellules souches tissulaires et seraient a I'origine, par leur dissemination
systémique, de la formation de nouveaux foyers tumoraux (métastases). Elles peuvent se
différencier en clones cellulaires présentant ou non de capacités tumorigenes. Ainsi, par
le bigis de mécanismes de sélection clonale, la composition cellulaire d'une tumeur
change au cours du temps : on parle d'évolution somatique des cancers (Gerlinger et al.,
2012).

D'un point de vue moléculaire, les clones cellulaires qui composent une tumeur présentent
des anomalies génétiques qui leur sont propres, indépendamment du génome de
I'organisme héte. Ces mutations sont de nature tres variée : il peut s'agir de substitutions
nucléotidiques simples, d'insertions ou de délétions de petits fragments d'ADN,
d'amplifications ou de délétions géniques, de réarrangements chromosomiques

importants, voire de modifications de la ploidie. Certaines tumeurs présentent des
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modifications moins classiques, telles que des acquisitions d'ADN exogene (cas des
infections virales), des modifications épigénétiques (altération de la structure
chromatinienne ou dérégulation de I'expression génique au niveau post-transcriptionnel)
ou encore un phénotype d'hyper-mutativité secondaire & une altération des voies de
réparatfion de I'ADN.

Quelqgues soient leurs propriétés structurales, les mutations somatiques tumorales peuvent
étre classées en 2 catégories (Figure 8) (Stratton et al., 2009) (Stratton, 2013) (Vogelstein et
al., 2013) :

- Les mutations conductrices ou fondatrices (drivers), impliquées de maniére causale
dans les différents aspects du processus oncogénique énoncés par (Hanahan and
Weinberg, 2011) (cf. Figure 10, en page 70). Elles permettent la sélection positive (ou
avantage sélectif) des cellules présentant un fort potentiel de survie, de
prolifération et/ou de migration. Ces variants sont souvent spécifiques et récurrents
a un méme type de tumeurs, comme par exemple la translocation 1(9;22)
communément refrouvée dans les cellules de leucémie myéloide chronique
(Rowley, 1973). Leur intfroduction dans une cellule de phénotype normal conduit &
sa conversion en cellule cancéreuse (Krontiris and Cooper, 1981). Leurs
conséquences variées sont a I'origine de I'hétérogénéité phénotypique inter-
tumorale, en termes de taille, de survie, de vitesse d'expansion, de capacités de
migration et d’invasion cellulaires (Marusyk et al., 2012) (Burrell et al., 2013) (Vogelstein
etal, 2013).

Plusieurs mutations conductrices peuvent coexister dans un méme clone fumoral,
confirmant la théorie des « hits » multiples de (Nordling, 1953), reformulée par
(Knudson, 1971), et leur apparition peut se faire de maniére séquentielle (Armitage
and Doll, 1954)). A contrario, si celles-ci ne sont pas requises pour le maintien de la
tumeur, elles peuvent disparaitre au cours du développement tumoral. On parle
d’'hétérogénéité moléculaire intra-tumorale (Marusyk et al., 2012).

Exceptionnellement, ces mutations peuvent étre présentes & I'état constitutionnel :
elles sont alors a I'origine des formes familiales de cancer, transmissibles & la

descendance.

- Les mutations secondaires (passengers), ne présentant pas de conséquences
fonctionnelles directes sur le développement tumoral. Considérées comme des
événements aléatoires dus a l'instabilité génétique des cellules tumorales, elles
peuvent étre situées au niveau d’'oncogenes et de genes suppresseurs de tumeurs

sans pour autant intervenir dans la sélection positive. Elles sont souvent
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phénotypiguement silencieuses mais peuvent néanmoins jouer un rdle de
modificateurs de phénotype et intervenir de maniere indirecte (par modification
de I'environnement par exemple) dans le processus oncogénique (McFarland et
al., 2013). Retrouvées en grand nombre dans la tumeur finale, ces variations

participent également & I'hétérogénéité moléculaire inter- et intra-tumorale (Burrell
et al., 2013)(Gerlinger et al., 2012)(Marusyk et al., 2012).
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FIGURE 8 : PROCESSUS D'EVOLUTION SOMATIQUE DU GENOME TUMORAL
D'apres (Stratton, 2013).

Le nombre ainsi que le délai d'apparition de mutations conductrices et secondaires dans
les cellules tumorales ont été modélisés, selon des algorithmes de reconstruction
phylogénétiques (fravaux établis & partir de carcinomes rénaux métastatiques- (Gerlinger
et al., 2012)) et des algorithmes de probabilités de mutations (O partir des données
disponibles dans la base COSMIC de I'Institut Wellcome Trust Sanger - Catalogue Of
Somatic Mutations In Cancer - http://cancer.sanger.ac.uk) (Bozic et al., 2010)). Certains
auteurs ont par ailleurs montré qu'il existait une correlation qualitative et quantitative enfre

les variants conducteurs et secondaires dans une tumeur (llingworth and Mustonen, 2011).
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3.1.2. Hétérogénéité tumorale et avancées technologiques

Les récentes avancées technologiques en matiere de biologie moléculaire ont aidé a
I'établissement de descriptions exhaustives du génome et du tfranscriptome d'un grand
nombre d'organismes et de types cellulaires. Ainsi, la démocratisation des techniques de
séguencage a haut débit et de puces & ADN a permis la caractériation quasi-complete
des anomalies présentées par les sites primitifs de nombreux types tumoraux (Ciriello et al.,
2013), 1& ou nous ne disposions auparavant que d'approches de type géne-candidat
(abstraction faite des caryotypes). Ces expérimentations generent une quantité tres
importante de données et nécessitent de nouvelles solutions d’analyse a grande échelle,
voire quelgues fois des logiciels bioinformatiques utilisant des algorithmes spécifiques.
Certains consortiums permettent d’accéder librement & ces données en ligne, comme
c'est le cas du projet américain  TGCA (The Cancer Genome Atlas -
http://cancergenome.nih.gov/) - réalisé sur 21 types et plus de 4700 échantillons tumoraux
différents (Weinstein et al., 2013 )(Kandoth et al., 2013) (Lawrence et al., 2014), ou encore du
projet CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia - http://www.broadinstitute.org/ccle), réalisé

sur plus de 950 lignées cellulaires tumorales humaines.

Si elles ne tiennent pas pour I'instant compte de I'évolution temporelle d’'une méme Iésion
tumorale, de telles études ont tout de méme permis de confirmer une hypothése majeure
en oncologie : I'hétérogénéité moléculaire permet de définir de nouveaux sous-types
tumoraux et ainsi d'étayer les classifications histologiques tumorales existantes (Golub et
al., 1999) (Aparicio et al., 2000). De la méme fagcon que les profils transcriptomiques réalisés
au début des années 2000, les informations obtenues par le biais des nouvelles techniques
de génotypage/séquencage montrent des profils mutationnels spécifiques (Kan et al.,
2010) (Vogelstein et al., 2013). Pour exemple, les fréquences les plus élevées de substitutions
simples nucléotidiques sont observées dans les tumeurs liées d une exposition aux
carcinogénes environnementaux tels les mélanomes ou les carcinomes bronchiques
(rayonnement UV, tabac, virus — plus de 10 mutations par Mb) ; celles-ci présentent pres
de 100 fois plus de mutations ponctuelles que les tumeurs pédiatriques ou les hémopathies
malignes (environ 0,1 variants par Mb) (Lawrence et al., 2013).

Les cancers thyroidiens (analyse réalisée sur 52 échantillons de type papillaire), quant &
eux, présentent une fréquence moyenne de 0,5 mutation/Mb, constituant la fréquence la
plus faible observée dans les fumeurs de I'adulte. Il s’agit dans ce cas essentiellement de
fransversions TeG ou TeA, particulierement causées par une exposition aux rayonnements
jonisants ou aux agents alkylants, facteurs de risques connus du cancer de la thyroide
(Tucker et al., 1991) (Cohen et al., 2007) (Figure 9).
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FIGURE 9 : FREQUENCE DES MUTATIONS SOMATIQUES PONCTUELLES DANS LES CANCERS
D'apres (Lawrence et al., 2013).

3.1.3. Hétérogénéité tumorale et thérapies personnalisées

Les drogues utilisées en chimiothérapie conventionnelle induisent un arrét de la
multiplication cellulaire par action sur les mécanismes généraux de réplication et de
mitose, suivie d'une cytotoxicité. Cette action n'est pas spécifiqgue au phénotype
cellulaire, et les cellules saines sont [ésées de la méme facon que les cellules néoplasiques,

induisant des effets déletéres sévéres & plus ou moins long terme.

La mise en évidence du phénomeéne d'addiction oncogénique des tumeurs (Weinstein,
2002) a permis le développement d'une nouvelle stratégie de traitement : les thérapies
ciblées sur une anomalie moléculaire (Weinstein and Joe, 2006). Chacune des
caractéristiques du développement tumoral peut étre indépendemment visée (Figure 10).
Ainsi, en confrecarrant spécifiguement les anomalies biologiques pertinentes pour
I'oncogenese - véritables « talons d’Achille » des tumeurs - seules les cellules cancéreuses
sont [ésées.

L'utilisation d’une drogue, rationnellement décidée au regard des éléments diagnostiques
définis a priori et par génie moléculaire, entre dans le domaine de la théranostique. En
oncologie, cette approche médicale innovante porte également le nom de médecine
de précision (ou médecine stratifiée), permettant I'orientation des patients vers des

thérapies personnalisées.
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L'utilisation de telles molécules nécessite, au préalable, une définition précise des
anomalies conductrices portées par les lésions néoplasiques. Cette caractérisation
moléculaire permet (Chin et al., 2011a):

- d'offiner le diagnostic, par la définition de nouveaux sous-types tumoraux en
complément des classifications cliniques, radiologiques et anatomopathologiques
fraditionnelles ;

- de présager du pouvoir métastatique d'une tumeur primaire ;

- de définir des groupes de patients répondeurs aux molécules disponibles ;

- d'anticiper les phénomenes de résistances aux traitements.

Celle-ci doit prendre en compte deux concepts primordiaux. Premierement, toutes les
variations présentées par un type ou un sous-type tumoral n'ont pas la méme valeur
théranostique, et il convient de distinguer les variations réellement conductrices de
'oncogeneése de celles plus indolentes. Celles-ci pourront par la suite éfre considérées
comme cibles thérapeutiques, ou a contrario, comme de nouveaux margueurs de
résistance primaire aux drogues (Kaiser, 2013) (Mitsudomi et al., 2013). L'étude fonctionnelle
de centaines de mutations ne pouvant étre conduite in vitro, celles-ci sont de plus en plus
souvent évaluées in silico, par analyse des fréquences d’observation dans les tumeurs et
a I'aide d'algorithmes basés sur I'effet prévisible de telles variations au sein de systémes

biologiques complexes (Chin et al., 2011b) (Tamborero et al., 2013).
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Deuxiemement, les déterminants moléculaires d'une tumeur ne sont pas figés dans le
temps. L'hétérogénéité tumorale doit donc étre considérée aussi bien au niveau spatial
(tissulaire) que temporel, et il faut tenir compte de la possible apparition de variants
conférant une résistance secondaire de la tumeur au traitement. Rencontrés uniguement
apres un premier contact, ceux-ci peuvent étre portés par des clones modifiés (par
activation de voies de signalisation addifionnelles, modification de la conformation de la
cible ou encore altération des mécanismes d'influx ou d’efflux de la drogue) (Blair et al.,
2013) ou par des populations cellulaires minoritaires non détectées lors de la
caractérisation initiale. Ces deux phénomeénes obligent & une administration rationnelle,
séguentielle et/ou couplée de plusieurs thérapies ciblées ; ainsi qu'd des analyses
moléculaires des foyers tumoraux avant et pendant la prise en charge, lorsque cela est

possible (Torti and Trusolino, 2011) (Majewski and Bernards, 2011).

Ainsi, I'avenement des thérapies personnalisées en cancérologie a permis d'améliorer
considérablement la balance bénéfices/risques des thérapies anti-cancéreuses, de facon
directe par augmentation de I'efficacité pharmacologique, et de facon indirecte par
facilitation de I'adaptation posologique et amélioration de I'observance par les patients.
Mais si leur applicarion aux formes réfractaires de CMT est proposée depuis quelques
temps déja, celle-ci n'est basée que sur le principe d'une anomalie moléculaire causale
unique, a savoir les mutations ponctuelles du gene RET (cf. chapitre 3.2.1.1 en page 72).
Or le CMT est une tumeur rare, jamais représentée dans les études moléculaires pan-
cancers pré-citées et aucune évaluation de son degré d'hétérogénéité n'a été réalisée
jusqu'a présent. II convient alors d'en améliorer la caractérisation moléculaire, et
notamment de définirles anomalies additionnelles & RET, afin d'anticiper les variabilités de

réponse aux fraitements.

Quelques exemples de thérapies ciblant une anomalie moléculaire oncogénique et

autorisées en France sont donnés en Annexe 1.
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3.2. ANALYSE DU STATUT MUTATIONEL SOMATIQUE PONCTUEL DES
CMT

3.2.1. Etat des connaissances : altérations géniques connues

3.2.1.1. Le proto-oncogene RET

L'existence de formes héréditaires de CMT a permis la mise en évidence - de maniere
concomitante par (Mulligan et al., 1993b) et (Donis-Keller et al., 1993) - de I'implication du
proto-oncogéne RET (REarranged during Transfection) dans cette pathologie.

Le gene RET, localisé en région péricentromérique du chromosome 10 (bande 10g11.2
(Mathew et al., 1987)(Pasini et al., 1995)), est composé de 20 exons (Ceccherini et al., 1993).
Il code pour un récepteur membranaire a activité tyrosine kinase dont I'expression est
spécifique aux cellules issues des crétes neurales embryonnaires (Takahashi, 1988). La voie
de signalisation RET entre en jeu au cours du développement, de la survie et de la
régénération des populations neuronales des systemes nerveux entériques et
sympathiques (Sariola and Saarma, 2003) ; du développement de certains organes
neuroendocrines (Takahashi, 2001). Elle intervient également lors du développement des

reins et au cours de la spermatogenése (Schuchardt et al., 1994).

En situation physiologique, le récepteur RET est activé par les ligands de la famille du GDNF
(Glial cell line Derived Neurotrophic Factor): GDNF, neutrine, artémine et perséphine
(Durbec et al., 199¢). La liaison au ligand se fait au niveau extra-cellulaire, avec la
collaboration d'un co-récepteur GFRa (GDNF Family Receptor Alpha) (Buj-Bello et al.,
1997). La partie N-terminale glycosylée est constituée d'un domaine cadherin-like
permettant I'association RET-ligand-GFRa, dépendante du calcium (Nozaki et al., 1998).
Celle-ci est suivie d’'une homo- ou hétéro-dimérisation du récepteur, rendue possible par
I'existence d'un domaine riche en cystéines favorisant la formation de ponts disulfure
(Figure 11). Cette modification conformationelle entraine la fixation d'une molécule d'ATP
au niveau cytoplasmique, conduisant a la transphosphorylation de résidus tyrosines
infracytoplasmiques spécifiques (entre 16 et 18 sites en fonction de l'isoforme) (Plaza-
Menacho et al., 2006). Cette phosphorylation est régulée par I'action de phosphatases
SHP1 et SHP2 (alias PTPNé et PTPN11 - Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor) (Hennige
et al., 2001) (Perrinjaquet et al., 2010). L'activation des domaines & activité tyrosine kinase
initie la transduction du signal par action sur des adaptateurs de diverses cascades de

signalisation (Knowles et al., 2006) (Manié et al., 2001) (Kurokawa et al., 2003) : la voie JNK et

72



Génomique structurale des CMT

la voie JAK/STAT via la phosphorylation des tyrosines 752 et 928, la voie de la protéine
kinase C (PKC) via la tyrosine 1015, les voies PI3K/Akt, MAPK et Ras/ERK via la tyrosine 1062.
Ainsi, 'activation du récepteur intervient dans les processus de prolifération, de
différenciation, de motilité et de survie cellulaire (Figure 11).

Le nombre d'acides aminés formant la partie C-terminale est variable, le transcrit RET
subissant un épissage alternatif. On distingue les isoformes RET?, RET43 et RET51 (1072, 1106
et 1114 acides aminés respectivement) (Myers et al., 1995), dont les fonctions semblent
spécifiques (Richardson et al., 2012) (Degl'Innocenti et al., 2004) bien que largement

méconnues (Figure 11).
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FIGURE 11 : STRUCTURE DU RECEPTEUR RET
D'apres (Wells and Santoro, 2009)
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Différentes situations pathologiques impliquent des mutations du récepteur RET et il existe
une correlation étroite entre le génotype du proto-oncogéene et le phénotype observé. i
convient de distinguer les situations de perte ou de gain de fonction, par effet ectopique
ou orthotopique (Mulligan, 2014). Nous nous intéresserons ici plus particulierement aux gains
de fonction de RET, seules variations a I'origine de pathologies néoplasiques (Santoro et
al., 1999).

< Perte de fonction
Les variants géniques (mutations ponctuelles essentiellement) induisant une perte de
fonction du récepteur se fraduisent au niveau intestinal par une aplasie des cellules
neuroganglionnaires, €galement appelée aganglionose intestinale congénitale de

Hirschsprung (Luo et al., 1993) (Romeo et al., 1994) et au niveau rénal par une agénesie.

R/

% Gain de fonction ectopique

Le pouvoir tumorigéne de RET a été établi des 1985 par (Takahashi et al., 1985). Ce dernier
I'a identifié en tant que composant d'un transcrit de fusion lors d’'expériences de
transfection cellulaire menées sur des cellules NIH-3T3. La franslocation du géne RET avec
un partenaire fortement exprimé induit une expression ectopique de celui-ci,
possiblement son auto-activation, et in fine la tfransformation cellulaire.

Ce phénoméne est a I'origine de certains carcinomes papillaires de la thyroide (Grieco et
al., 1990) et des néoplasies affectant les cellules de HUrthle (Chiappetta et al., 2002).

Récemment, de tels variants ont également été décrits dans les carcinomes bronchiques
non & petites cellules non mutés pour d'autres oncogéenes (Lipson et al., 2012) (Kohno et al.,

2012) (Wang et al., 2012) (Ju et al., 2012) (Takeuchi et al., 2012), ainsi que dans certaines
néoplasies hématopoietiques (Bossi et al., 2013), permettant d’envisager une utilisation des
ITK ciblant RET dans ces pathologies (Kohno et al., 2012) (Drilon et al., 2013). Notons que les
partenaires a I'origine de I'expression de ces oncoprotéines de fusion — plus d'une dizaine
identifiés a ce jour - sont distincts en fonction du type tumoral. Les formes CCDC6-RET,
NCOA4-RET et TRIM33-RET sont préférentiellement retrouvés dans les tumeurs thyroidiennes,
alors que la forme la plus frequente dans le carcinome pulmonaire est KIF5SB-RET (Mulligan,
2014).

% Gain de fonction orthotopique
Dans les CMT, le mécanisme a I'origine de I'hyper-activation de RET est différent : les
variants impliqués constituent des alléeles néomorphes de RET, enfrainant une activation
du récepteur non réguléé par le ligand, dans des conditions physiologiques d'expression
(Santoro et al., 1990).
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Il s’agit, dans la grande maijorité des cas, de mutations ponctuelles du gene, dont la
modification d'un seul allele suffit & induire I'effet oncogénique. Des telles mutations sont
retrouvées dans toutes les formes familiales (mutations germinales) et dans plus de 40%
des formes sporadiques (mutafions somatiques). Les mutations de novo (variants
germinaux absents chez les parents) sont retrouvées chez 4 & 10% des cas index familiaux,
il s'agit toujours d'une modification de I'allele d’origine paternelle (Schlumberger and
Pacini, 2012). Le nombre de cas faussement sporadiques (dont [I'histoire familiale est
inconnue) est évalué a 5%. A I'heure actuelle, un seul cas de mosaicisme post-zygotique
a eté décrit dans la littérature (Komminoth et al., 1995).

L'implication causale des variants ponctuels de RET dans la tumorigenese a été établie
dans des lignées de fibroblastes humains NIH-3T3 et de phéochromocytomes murins PC12.
L'infroduction de constructions portant les principales mutations énoncées ci-aprées induit
une transformation néoplasique et une différenciation des cellules fransfectées, en
présence ou en absence de ligand GDNF (Borrello et al., 1995) (Cranston et al., 2006).
Néanmoins, il convient de distinguer 2 catégories de variants, présentant des expressivités

cliniques distinctes (Figure 12):

- Les mutations concernant le domaine riche en cystéines (exons 8 A 11 - cystéines
609, 611,618, 620, 630, 634) ont €té les premieres découvertes, en 1993 par (Mulligan
et al., 1993b) et (Donis-Keller et al., 1993). Elles sont observées dans plus de 98% des
formes familiales de type NEM2a (la mutation p.Cysé34Arg étant retrouvée dans
plus de 50% des cas) et dans 50% des formes familiales F-CMT (Donis-Keller et al.,
1993) (Ito et al., 1997). Elles sont également retrouvées dans quelques cas
sporadigues, sous formes des petites délétions, duplications ou dél-insertions au
niveau de I'exon 11, ainsi que dans la lignée TT (Ceccherini et al., 1997) (Héppner
and Ritter, 1997) (Héppner et al., 1998) (Arlf et al., 2000).

Ce type de mutations entraine la formation d’homo-diméres activés du récepteur,
indépendamment de la licison & un ligand (Mulligan et al., 1993b) (Asai et al., 1995).
Elles sont liées a des phénotypes peu séveres et d’'apparition tardive de CMT, ainsi
qu’'aux formes associant phéochromocytomes et/ou néoplasies
parathyroidiennes. Elles conférent au CMT un risque de niveau A, B ou C selon le
consortium ATA (American Thyroid Association), entrainant des mesures simplifiees
de suivi des patients et de prophylaxie des rechutes, comparativement au groupe
A haut risque ATA-D (Kloos et al., 2009).

Certaines de ces mutations ont également été rapportées dans 10 a 20% des

phéochromocytomes isolés (Eng et al., 1994).
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Notons que les variants impliqguant les codons 609 & 620 présentent une
particularité : ils conférent des effets antinomiques en fonction des fissus
d'expression et expliqguent la possibilité de formes cliniques familiales mixtes
associant maladie de Hirschsprung et NEM2a (Chappuis-Flament et al., 1998)
(Virtanen et al., 2013).

- Les mutations touchant les domaines a activité tyrosine kinase du récepteur (exons

13a 16— codons 790, 791, 804, 883, 891, 912, 918). Elles sont retrouvées dans toutes
les formes syndromiques NEM2b, dans 50% des formes F-CMT, dans la majorité des
tumeurs sporadiques RET-mutées (environ 33% de |'ensemble des tumeurs
sporadiques) et dans la lignée MZ-CRCI1. Dans 95% des cas, il s'agit d'une
substitution  p.Met?18Thr, entrainant ['activation constitutive du récepteur
monomérique par autophosphorylation. Plus rarement, des doubles mutations
impliquant le codon 804 et d’autres locus intra-cellulaires peuvent étre retrouvées,
les mutations isolées du codon 804 n'ayant qu'un faible pouvoir oncogéene
(Lombardo et al., 2002) (Lesuevur et al., 2005 ) (Mukherjee and Zakalik, 2011).
Ces mutations sont associées aux formes plus agressives de CMT, souvent
métastatiques d'emblée. Elles définissent le groupe de patients a risque ATA-D,
pour lequels une thyroidectomie totale immeédiate, un évidement ganglionnaire
élargi et un suivi clinique et biologique régulier sont recommandés (Kloos et al.,
2009).

De facon exceptionnelle, ces variations qualitatives peuvent étre associées a des
anomalies quantitatives induisant, en sus de I'hyper-activation, une sur-expression de RET.
Il s'’agit notamment de trisomies du chromosome 10 et d'amplifications géniques (Huang
et al., 2000) (Koch et al., 2001) (Koch et al., 2006) (Ciampi et al., 2012). Citons le cas de la
lignée TT, qui présente une mutation ponctuelle hétérozygote p.Cysé34Arg ainsi qu'une
duplication en tandem du géne, induisant un déséquilibre allélique en faveur du variant

oncogénique (Huang et al., 2003).

Les mutations activatrices de RET semblent assez spécifiques des tumeurs thyroidiennes. La
base de donnés COSMIC indigue qu’environ 30% d’'entres elles présentent de tels variants
(sur 1991 tumeurs répertoriées, tous types de lésions confondus). lls sont également
observés dans les tumeurs surrénaliennes et divers tumeurs d’origine épithéliale, leur
fréquence ne dépassant jamais 10% (Figure 13). Toujours selon COSMIC, des gains ou
pertes du locus génique RET sont observés dans 10 a 25% des tumeurs ovariennes,
endomeétriales, pulmonaires, mammaires et intestinales ; sans conseéquence connue sur le

phénotype tumoral.
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Tissue Point Mutations Broad Institute TumeorPortal
% Mutated > ‘N & description
Thyroid 1991 NA
Adrenal gland o 363 NA
Large intestine — 1074 7/233 (3%)
Endometrium = 362 16/248 (67)
Urinary tract s 139 2/%% (2%)
Lung = T2 21/583 (4%)
Oesophagus = 262 3/141 (2%)
NS 3 268 MNA
Kidney b 503 0/417
Liver b 3132 NA
Ovary ] 736 1/314 (<1%)
Prostate b 461 MA
Skin L 747 7/118 (%)
Haematopoietic and lvmphoid § b 1181 2/143 (<1%)
Upper aerodigestive tract b 185 A,
Breast b 2452 2/892 (<1%)
Central nervous system b 1046 3/484 (<17%)
Stomach 348 MNA
0 10 30 100%

FIGURE 13 : FREQUENCE DES MUTATIONS PONCTUELLES DU GENE RET DANS LES TUMEURS HUMAINES
D'aprés les bases de données COSMIC et Broad Institute TumorPortal
(http://cancer.sanger.ac.uk/ et http://cancergenome.broadinstitute.org/)

3.2.1.1. Autres anomalies géniques structurales

Sil'implication de I'oncogéne RET est clairement démontrée dans la tumorigenése du CMT,
celui-ci ne permet pas d'expliquer la totalité des cas rencontrés : en effet, plus de la moitié
des tumeurs sporadiques ne présentent pas de mutations RET (Leboulleux ef al., 2004).La
recherche d'autres mutations ponctuelles potentiellement conductrices est longtemps
restée infructueuse. Le séquencage de locus oncogéniques connus tels que BRAF (exon 15,
codon 600), EGFR (exons 18, 19 et 21), PIK3CA (exons 9 et 20) et JAK2 (exon 12) réalisé
précedemment dans notre équipe n'a révélé aucun variant d'intérét (Ameur et al., 2009a).
Les génes TP53 et RB1 ne présentent pas de mutations ponctuelles dans ce type tumoral
(Herfarth et al., 1997).

/

< Délétions ou amplifications géniques

Si aucune amplification MYC ou MYCN n'a pu étre observée dans les CMT (Yang et al.,
1990a), NF2 (22412.2), MYCLIT (1p34.2), TP53 (17p13.1) et VHL (3p25.3) semblent quant & eux
présenter fréquement des pertes alléliques (Sheikh ef al., 2004). Une amplification de EGFR
(7p11.2) est observée dans 15% des cas (Rodriguez-Antona et al., 2010).

Ces anomalies sont possiblement associées a des pertes ou gains de plus grande ampleur

abordés au chapitre 3.3.
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K/

% Implication de la superfamille RAS

En 2011, (Moura et al., 2011) décrit pour la premiére fois I'existence de mutations au niveau
des oncogenes RAS dans les CMT sporadiques’. Selon cette étude, plus de 26% des tumeurs
sporadiques non mutées RET présenteraient un variant HRAS (Harvey RAt Sarcoma viral
oncogene homolog) ou KRAS (Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene homolog). Par la suite,
la présence de tels variants a été confirmée par d'autres auteurs, mais ces derniers ont

estimé leur fréquence plus faible (Schulten et al., 2011) (cf. chapitre 3.2.3 en page 122).

Les oncoprotéines RAS (également nommées p21/Res) sont des petites molécules
GTPasiques qui interviennent dans la transduction du signal intra-cellulaire des récepteurs
aux facteurs de croissance. Elles sont ancrées au niveau de radeaux lipidiques
membranaires par leur partie C-terminale hypervariable. Leur domaine catalytique infra-
cytoplasmique est globulaire, il présente un domaine de fixation au GTP/GDP appelé p-
loop et 2 domaines switch tres flexibles, permettant un changement conformationel en

fonction du substrat (Figure 14).
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FIGURE 14 : STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES PROTEINES RAS
Modifié de (Prakash and Gorfe, 2013)

'Nota Bene : une publication de (Goutas et al., 2008) avait précédemment révélé une fréquence élevée
de mutations KRAS et BRAF dans une cohorte de CMT d’origine grecque, mais les condifions de PCR-RFLP
utilisées laissaient entrevoir un nombre non négligeable de faux positifs.

80



Génomique structurale des CMT

L'activation des protéines RAS est induite apres licison d'une protéine adaptatrice de type
GRB (Growth factor Receptor-Bound protein) sur une récepteur membranaire & activité
tyrosine kinase activé, via leurs domaines SH2 respectifs (Src-Homology region 2 domain).
L'adaptateur recrute (via son domaine SH3) le facteur d'échange guanidique SOS (Son Of
Sevenless), qui se rapproche de la GTPase RAS et Iui impose la libération de son résidu
guanine (GTP ou GDP). Celle-ci s’empare a nouveau d'un résidu, préférentiellement GTP
(forme majoritaire disponible).

La forme RAS-GTP « ouverte » est la forme permettant la fransduction du signal. Elle active
des enzymes & activité kinase telles que RAF ou PI3K — modulateurs des voies des MAP
kinases (MEK/ERK) et mTOR (PI3K/AKT/mTOR). La forme RAS-GDP « fermée » est elle inactive.
Les protéines RAS sont ainsi considérées comme des commutateurs moléculaires de
cascades de signalisation régulant la prolifération, la survie ou encore le métabolisme

cellulaire (Pylayeva-Gupta et al., 2011) (Figure 15).
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FIGURE 15 : TRANSDUCTION DU SIGNAL MEDIE PAR RAS
Modifie de (Kinbara et al., 2003) (Berndt et al., 2011)
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Les genes qui codent pour la super-famille des RAS - au nombre de 3 (HRAS, KRAS et NRAS)
- ont été clonés dans le génome humain au début des années 80 (Santos et al., 1982)
(Parada et al., 1982) (Der et al., 1982)( Shimizu et al., 1983) (Hall et al, 1983). Il s'agit
d’homologues de rétfrovirus murins dont le potentiel transformant avait été mis en évidence
par Jennifer Harvey dés 1964 (Harvey, 1964). La détection de mutations nucléotidiques
ponctuelles au sein de ces génes a constitué, en 1982, la premiere description d’'activation
oncogénique par un mécanisme de ce type dans des tumeurs humaines (Reddy et al., 1982)
(Tabin et al., 1982) (Taparowsky et al., 1982).

De structures moléculaires proches, ces oncogenes présentent un panel restreint de
mutations menant toutes & I'activation constitutive de la protéine par altération de son

activité GTPasique et accumulation de formes RAS-GTP.

On distingue communément (Figure 16):
- Les mutations affectant les codons 12 et 13, situés au niveau de la boucle de liaison
au GTP/GDP ;
- Les mutations affectant le domaine switch 2 (au niveau des codons 59 et 61),
influencant grandement I'activité hydrolytique sur le GTP.
- Les mutations affectant les codons 117 et 146, de description récente.
Ces 3 types de mutations ménent a un échappement de régulation de la forme RAS-GTP
par les RAS-GAP (RAS GTPase Activating Proteins), par abolition des contraintes spatiales

nécessaires a leur action (Scheffzek et al., 1997).

Ras

1 85 165

Isoform sequence identity 100% 90% 15%
T . Effector binding

Mg2+/nucleotide binding

Functional domains

)k Membranes binding/trafficking
Common mutations 12 13 61
Switch | Switch Il
10 20 30 40 50 60 70 80 90

H-Ras MTEYKLVVVGAGEVGKSALT QL |QNHEVDEYDPT | EDSYRKQVY | DGETCLLD | LOTAGQEEYS AMRDQYMRTGEGFLCVFA | NNTKSFED H
N-Ras MTEYKLVVVEGAGGVGKSALT QL |QNHFVDEYDPT | EDSYRKQVY | DGETCLLD | LDTAGQEEYS AMRDQYMRTGEGFLCVFA | NNSKSFAD|
K-Ras(4B) MTEYKLVVVGAGGYGKSALTIQL |IQNHEVDEYDET | EDSYRKQVV | DGETCLLD | LDTAGQEE YSAMRDQYMRTGEGFLCVFA | NNTKSFEDI

secondary [ ] [ ] [ 1 | ] [ ] [ ] [ ]
structure B1 al p2 B3 a2 p4 al
100 110 120 130 140 150 160 170 180
H-Ras YREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKGDL AARTVESHQAQDLANSYG | PY | EFSAKT RQGVEDAFYTLVRE | ROHIL B LN FRDESERECIMENNEY | ¢
N-Ras YREQIKRVKDSDDVPMVLVGNKCDLFTRTVOTHQAHELAKSYG | PF | ETSAKT RQGVEDAFYTLVRE IR
K-Ras(4B) YREQIKRVKDSEDVPMVLVGNKCDL FSRTVDTHKQACDLARSYG | PF | ETSAKTRQGVDDAFYTLVRE | REHKL [ KKKKSK=TKGV I h
secondary | ] [ 1 [ R | ————— |
structure B5 ad BB a5

FIGURE 16 : HOMOLOGIES DE SEQUENCES ET LOCUS MUTATIONELS DES GENES RAS
D'apres (Prior et al., 2012)
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Plus d'un tiers des tumeurs humaines présentent une mutation somatique RAS et il existe une
association préférentielle entre 'oncogéne muté et le type de tumeur, bien que cette liaison
ne soit pas complétement bi-univoque (Lau and Haigis, 2009) (Fernandez-Medarde and
Santos, 2011). Les variations de KRAS sont retrouvées dans les adénocarcinomes
pancréatiques (58% des tumeurs selon la base de données COSMIC), les tumeurs coliques
(35%), les tumeurs de I'endométre et cervicales (15%), les carcinomes bronchiques (17%).
HRAS est plus souvent muté dans les cancers de la vessie (10%) et NRAS est plutdt spécifique
des tumeurs hématopoiétiques (10%) et des mélanomes (16%).

Au niveau thyroidien, des mutations des 3 genes ont été observées dans les Iésions
bénignes, les carcinomes anaplasiques (Sudrez et al., 1988) et les carcinomes différenciés (2
a 6% des tumeurs) (Suarez et al., 1990) (Namba et al., 1990), sans prédominance de locus ou
de type de substitution (Schlumberger and Pacini, 2012).

Enfin, les mutations RAS peuvent étre observées au niveau germinal. Elles occasionnent des
pathologies congénitales malformatives graves (syndromes de Noonan et de Costello)
(Schubbert et al., 2007) et conferent une prédisposition au développement de tumeurs de

type leucémie, rhabdomyosarcome et neuroblastome.

3.2.1.2. Impact thérapeutique des mutations RET et RAS dans le CMT

Jusqu'da I'avenement des thérapies moléculaires ciblées, les patients atteints d'un CMT

localement avancé ou métastatique étaient considérés en impasse thérapeutique.

L'existence de mutations activatrices RET impliquées dans la tumorigénése du CMT a
constitué un rationnel fort pour I'usage des thérapies innovantes dans cette pathologie,
définissant ainsi une cible que certains ITK sont en mesure de bloquer.

Plusieurs de ces drogues sont en cours d'évaluation dans cette pathologie et I'une d'entre
elles - le vandétanib - a obtenu une autorisation de mise sur le marché européen pour cet
usage. Pourtant, il existe une grande hétérogénéité de réponse a ces fraitements, y compris
chez les patients porteurs d'une mutation du gene RET bien caractérisée. En effet, a I'instar
des mutations de type p.Thr790Met du récepteur EGFR conférant une résistance d ses
inhibiteurs, il a été montré que certains variants des amino-acides 804 a 806 de RET (résidus
‘gardiens’ de la poche a ATP) induisent une insensibilité aux ITK (Carlomagno et al., 2004)
(Cranston et al., 2006) (Mologni et al., 2006) (Carlomagno et al., 2009) (George Priya Doss et al.,
2014).

La découverte de mutations activatrices RAS dans les CMT - second type d'anomalies
oncogeniques majeures dans cette pathologie — laisse présager d'éventuelles variations

phénotypiques de la pathologie, mais aussi et surtout de grandes disparités de réponse aux
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traitements. En effet, les protéines RAS, médiateurs majeurs de la fransduction des signaux
provenant des récepteurs a activité tyrosine kinase, ont été rendues responsables de
phénomeénes de résistance aux inhibiteurs de I'EGFR utilisés dans d’autres types tumoraux
(J&nne et al., 2005) (Massarelli et al., 2007) (Karapetis et al., 2008) (Bardelli and Siena, 2010).

D'intérét récent, celles-ci ne sont actuellement pas prise en compte pour la mise en place
d'un schéma thérapeutique par ITK chez les patients atteints de CMT réfractaire. Il est
pourtant aisé d'imaginer que celles-ci puissent également étfre responsables des
phénomenes de résistance primaire aux molécules actuellement a I'essai dans les formes
réfractaires de CMT, par un mécanisme similaire d'activation des voies de signalisation en

aval du récépteur RET (Figure 17).

Leur considération ultérieure pourrait conduire & une adaptation de la prise en charge des
patients :
- par I'utilisation de drogues inhibant directement les protéines RAS hyper-activées,
comme par exemple les inhibiteurs de la farnésyltransférase rendant les protéines
RAS inopérationnelles par défaut d'ancrage a la membrane (Mattingly, 2013), ou
encore les inhibiteurs irréversibles des variants oncogéniques en cours de
développement (Ostrem et al., 2013) (Stephen et al., 2014);
- par action sur les voies effectrices de RAS, dont un grand nombre de partenaires
peuvent étre ciblés par des thérapies déja validées ou en cours d’essais cliniques
(inhibiteurs de BRAF, bithérapies anti-MEK/anti-mTOR,...).

RET hyper-activé

RAShyperochve

=\

activation
franscriptionnelle

¥

Inefficacité
thérapeulique

FIGURE 17 : ACTIVATION ONCOGENIQUE DU CMT ET SENSIBILITE AUX ITK

84



Génomique structurale des CMT

3.2.2. Travaux personnels

3.2.2.1. Objectifs

L'objectif premier de ce fravail était I'identification des anomalies somatiques ponctuelles
a l'origine des formes de CMT sporadiques non mutées au niveau de I'oncogéne RET.

Pour rappel, ces formes représentent plus de 40% de I'ensemble des CMT et étaient, jusqu’a
frés récemment, non expliquées & un niveau moléculaire.

Nous avons donc débuté par des expérimentations de séquencage de génes-candidats,
en complément des analyses réalisées précédemment dans notre laboratoire (Ameur et al.,
2009q).

Mais en 2011, et alors que ceux-ci avaient été édictés comme non-intervenants dans le
développement du CMT, I'implication des oncogénes RAS a été démontrée (Moura et al.,
2011). Le caractere inédit de la description de telles mutations dans ce type de cancers
ainsi que I'ambiguité concernant leur fréquence nous ont conduits a vérifier le statut
mutationnel d'une série rétrospective non sélectionnée de tumeurs. Par la suite, nous avons
cherché & évaluer I'impact de ces variants sur la réponse au traitement par ITK, ¢ I'cide
d'une collection de tissus représentant I'ensemble des patients traités de cette maniere sur

le territoire francais.

Cet objectif biologique était doublé d'un objectif analytique : les échantillons & notre
disposition étant pour la plupart de type FFPE (tumeur rare, collections d'archive), nous
souhaitions mettre au point une méthode de détection des variants adaptée, permettant
d’obtenir de maniéere fiable et sensible le statut mutationnel de la totalité des échantillons
(la technique de séquencage direct conventionnelle jusqu’alors utilisée montrant pres de

50% d'échecs sur ces mémes échantillons).

Enfin, au vu des performances de séquencage offertes par les nouvelles techniques
d'analyse d haut débit sur des échantillons de moindre qualité, nous avons souhaité
parfaire la caractérisation de I'ensemble des mutations conductrices prédominantes
présentées par nos tissus. Nous avons recherché d'eventuelles co-mutations oncogéniques
dans des tumeurs RET ou RAS positives, mais également des mutations non encore connues

dans des tumeurs sporadiques de génotype apparament sauvage pour ces 2 locus.
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3.2.2.2. Matériel et méthodes

% APPROCHE PAR SEQUENCAGE DIRECT ET STRATEGIE GENE-CANDIDAT

Nous avons dans un premier temps établi le statut mutationnel de genes connus comme
étant impliqués dans I'oncogenése d'autres tumeurs d'origine neurale et susceptibles
d'induire les mémes effets dans le CMT. Ces cibles ont été définies aprés analyse de la
littérature : ALK (exons 21 & 28 — NM_004304.4), GNAS (exons 8 et 9 — NM_00516.4), GNAQ
(exons 5 et 6 — NM_002072.2), IDH1 (exon 4 — NM_005896.2) et IDH2 (exon 4 — NM_002168.2)
(Table 4). Ces 5 oncogenes ont été investigués sur une collection de 198 tumeurs

neuroendocrines précédemment utilisée par notfre équipe (Ameur et al, 2009a) et

comprenant, entre autres, 43 CMT.

2 Implication fumorale ez
Gene | locus : Réferences
(par mutation ponctuelle)

ALK | 2p23.1 |- neuroblastomes (7% des tumeurs) (Janoueix-Lerosey et al., 2008)
- adénomes hypophysaires (28%)

: o . R i et al, 2008
GNAS 1209133 |_ carcinomes pancréatiques endocrines (10%) Rugger et a :
- méningiomes mélanocytiques (13%) (Van Raamsdonk et al., 2009)
GNAQ | 9921.2 - mélanomes uvéaux (10%) (KUsters-Vandevelde et al., 2010)
IDH1 | 2933.3 |- gliomes (32%) (Parsons et al., 2008)
- chondrosarcomes (24%) (Green and Beer, 2010)
IDH2 | 15026.1 | - leucémies myéloides (6%) (Amary et al., 2011)

TABLE 4 : GENES-CANDIDATS ANALYSES

Nous avons ensuite établi une collection indépendante de tumeurs, de facon a disposer
d'une estimation de la cellularité tumorale des échantillons avant utilisation, et sur laquelle
nous avons réalisé le génotypage RET (exons 8, 11,11, 13, 14, 15 et 16 - NM_020975.4), HRAS
(exons 2, 3 et 4 - NM_005343.2), KRAS (exons 2, 3 et 4 — NM_033360.2), NRAS (exons 2, 3 et 4
— NM_002524.3) et BRAF (exons 11 et 15 - NM_004333.4).

Les échantillons utilisés comprennent des CMT d'origine familiale (n=20) ou sporadique

(n=30), dont I'ADN génomique a été extrait & partir de tissu congelé (n=42) ou FFPE (n=8).

Ces analyses successives ont été réalisées par séquencage de produits de PCR selon la
méthode de Sanger (Sanger et al., 1977) puis migration sur séquenceur multicapillaires ABI
3730 DNA Analyzer® (Applied Biosystems).
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s APPROCHE PAR SEQUENCAGE HAUT-DEBIT ET STRATEGIE ‘SUR-MESURE’

Parla suite et avec I'aide du réseau national TuThyRef (réseau ‘Tumeurs Rares’, créé en 2009
et soutenu par I'INCa afin d’harmoniser la prise en charge des cancers réfractaires de la
thyroide en France - http://www.tuthyref.com/), nous avons sélectionné 41 échantillons
tumoraux issus de patients ayant bénéficié d’au moins une ligne de traitement par ITK sur le
territoire francais. Les molécules recues sont le vandétanib, le cabozantinib, le sunitinib, le
lenvatinib, le motésanib et le soréfanib (drogues décrites en Table 3, page 53).

Les échantillons, tous de type FFPE, correspondent pour 27 d’entre eux  une localisation
primaire et pour 14 autres d une localisation métastatique de la tumeur. Nous disposons,
pour chacun de ces échantillons, de données cliniques telles que I'Gge du patient au
diagnostic (pathologie initiale et diagnostic métastatique), le type et le nombre de lignes
de traitement recues, I'estimation de la meilleure réponse radiologique observée (ou nadir,
obtenu selon les criteres RECIST sur des cibles définies), ainsi que des données de survie

globale (date de point au 1er octobre 2013).

Larecherche de variants géniques dans cette cohorte a été réalisée par une technique de
séquencage a haut-débit (NGS - Next-Generation Sequencing), sur la plateforme lon
Torrent PGM™ (Personal Genome Machine - Life Technologies) ordinairement usitée au sein
du Laboratoire de Recherche Translationnelle de I'Institut Gustave Roussy et dont

I'expérience fait I'objet de I'article suivant (Annexe 2) :

Genomes in the clinic : the Gustave Roussy Cancer Center experience.

Lacroix L, Boichard A, André F, Soria JC.
Current Opinion in Genetics and Development, mars 2014. Sous presse.

Cette méthodologie consiste en une amplification multiplexe en phase huileuse (PCR-
émulsion) d'une banque d'ADN génomique, suivie d'une réaction de séquencage sur
puce semi-conductrice permettant la détection des ions hydrogene libérés & chaque
incorporation de nucléotides naturels (signal permettant la retranscription informatique de
la séquence matrice d’'origine). La banque d'ADN initialement introduite peut contenir des
fragments correspondant d la totalité d'un génome! (approche génome entier — whole
genome), aux exons et parties codantes uniguement (approche exome entier — whole

exome) ou a des locus d'intérét plus restreints (approche ciblée).

Nota Bene : sur ce type de plateforme, seuls les génomes de petite taille (micro-organismes) peuvent étre
séguencés avec une couverture optimale.
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Pour cette application a des tissus de type CMT, nous avons adopté une stratégie ciblée et

avons réalisé un séquencage en utilisant 2 banques d’ADN distinctes :

Une premiére banque résultant de I'amplification de 32 locus situés sur 12
oncogenes fréquemment étudiés au laboratoire (EGFR, KRAS , NRAS, HRAS , BRAF,
HER2, PIK3CA , RET, CTNNB1 , MAP2K1, ALK , AKT1, ROS1). Les régions a cibler ont
été soumises G un service de conception d-facon (lon Ampliseg™ Designer -
https://www.ampliseg.com — Life Technologies). Ces amorces sont recues sous forme
d'un mélange permettant la réalisation d'une amplification multiplexe (lon
Ampliseg™ Custom Panels — Life Technologies). La longueur moyenne des amplicons
est de 120 pb.

Une seconde banque, réalisée dans le laboratoire et restreinte aux locus
mutationnels connus des génes RET, HRAS et KRAS (12 amplicons). Les amorces
utilisées dans ce cas ont été objectivement choisies au regard de la qualité
moyenne des ADN obtenus & partir de fissus FFPE (ADN hyper-fragmenté et
présentant de nombreux adduits (Dietrich et al., 2013)). Elles ciblent des fragments
d’'ADN génomique n’'excédant pas 70 pb et présentent, a leur extrémité 5', une
séguence supplémentaire permettant la liaison ultérieure d' adaptateurs nécessaires
au ségquencage. Le principe et les amorces permettant I'amplification de cette

librairie sont présentés en Annexe 3.

Apres analyse bio-informatique des résultats obtenus, nous avons choisi de ne conserver

gue les variants présentant les criteres qualitatifs suivants (spécifiques aux techniques NGS):

Substitution non-sens ou faux sens, variant situé au niveau d’'un site d'épissage ou
mutation décalante (délétion, insertion) ;

Fréquence du variant dans I'échantillon étudié d'au moins 10% en cas de variant
inconnu et de minimum 5% lorsqu’il s'agit d'un locus mutationnel oncogénique
connu dans la base de données COSMIC (recommandations dconstructeur) ;
Fréquence du variant dans la population caucasienne de moins de 1% & I'état
hétérozygote (d'apres les données HapMap http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/ et
NHLBI Exome Sequencing Project https://esp.gs.washington.edu/) ;

Locus d'intérét présentant une profondeur de lecture minimale de 30X ;

Alléle variant observé sur 15 lectures minimum (15X).
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% APPROCHE PAR SEQUENCAGE HAUT-DEBIT ET STRATEGIE GLOBALE

Quatre tumeurs apparement non mutées RET ou RAS et pour lesquelles nous disposions d'un
ADN de bonne qualité (extrait de tissu congelé, non dégradé et en quantité adéquate) ont
été analysées en séquencage NGS ciblant les exons de plus de 400 oncogeénes (lon

Ampliseg™ Comprehensive Cancer Panel - 16000 amplicons — Life Technologies).

Enfin, une large cohorte de tissus tumoraux collectés a I'Institut Gustave Roussy (n=35) a été
transmise a une équipe collaboratrice (National Cancer Institute Bethesda / Université de
Turin) pour séguencage de type exome-entier.

Les conclusions de cette expérimentation n'étant pas disponibles au moment de la

rédaction de ce mémoire, nous n'en présenterons pas les résultats.

3.2.2.3. Résultats

% ONCOGENES ALK, GNAS, GNAQ, IDH1 ET IDH2

Aucune mutation oncogénique ponctuelle des genes ALK, GNAS, GNAQ, IDHI1 et IDH2 n'a
été retrouvée dans les 43 CMT de la premiére cohorte.

Parmi les autres tumeurs neuroendocrines étudiées, seules 2 tumeurs hypophysaires ont
présenté une mutation GNAS p.Arg201Cys (mutation connue dans cette pathologie) et un
phéochromocytome s'est avéré positif pour une mutation IDHI1 p.GLn138Lys (variant

retrouvé dans un cas de mélanome selon la base COSMIC).

s EVALUATION DE LA PREVALENCE DES MUTATIONS RET ET RAS DANS LE CMT

Nous avons observé une mutation activatrice de I'oncogene RET dans fous les cas familiaux
(n=20) et dans 47% des cas sporadiques (n=14/30) de notre cohorte prospective non
selectionnée de CMT. Ces mutations sont localisées au niveau de locus connus de RET ; 14
tumeurs sont mutées au niveau du codon 634 (exon 11 — groupe de risque ATA-A), 12 au
niveau du codon 218 (exon 16 - groupe ATA-D) et 8 au niveau d'autres codons (risque ATA
infermédiaire).

Parmi les tumeurs non mutées pour RET, nous avons retrouvé une forte prévalence de
mutations activatrices des genes HRAS et KRAS (n=13/16 — soit 81% des tumeurs non RET
mutées et 43% de I'ensemble des tumeurs sporadiques). Trois de ces variants sont situés au
niveau de locus mutationnels peu décrits jusqu’alors, codant pour les résidus lysine 117 et

alanine 146 (situés dans I'exon 4).
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Aucune de ces tumeurs ne présente de co-mutation RET et RAS et seules 3 tumeurs se sont
révélées sauvages pour tous les locus étudiés. Enfin, aucune mutation au niveau des genes
NRAS et BRAF n'a été retrouvée.

Ce travail a fait I'objet de I'article suivant et sera discuté au chapitre 3.2.3, en page 122 :

Somatic RAS mutations occur in a large proportion of sporadic RET-negative medullary
thyroid carcinomas and extend to a previously unidentified exon.

Boichard A, Croux L, Al Ghuzlan A, Broutin S, Dupuy C, Leboulleux S, Schlumberger M, Bidart JM,
Lacroix L.

J Clin Endocrinol Metab. 2012 Oct;97(10):E2031-5.

s IMPACT DES MUTATIONS RET ET RAS SUR LA REPONSE AU TRAITEMENT

Confirmant la tres forte proportion de mutations activatrices des genes RET et RAS dans les
tumeurs de type CMT, nous avons par la suite souhaité mettre au point une technique fiable
et sensible permettant leur détection & partir d’échantillons d'archives FFPE, puis évaluer

leur impact sur la réponse aux traitements par ITK.

Les résultats obtenus & partir des 2 types de librairies de séquencage NGS décrites plus haut
sont concordants pour la majorité des échantillons, mais la méthode utilisant la banque de
petits amplicons limités aux locus d'intérét RET et RAS présente un taux de réussite supérieur
(moins d'échecs d'amplification et plus grande homogénéité de couverture inter-
amplicons). Le statut mutationnel de 39/41 tissus a pu étre correctement établi (1
échantillon n'a pu étre amplifié et 1 échantillon a présenté un ambiguité de résultats). La
quasi-totalité des tumeurs analysables (38/39) portent une mutation dominante - en terme
de pourcentage de variant - au niveau des oncogéenes RET, HRAS ou KRAS. Aucune
mutation additionnelle n'a été trouvée dans les 9 autres oncogénes étudiés a I'aide de la
premiére banque génomique (BRAF, PI3KCA, EGFR, HER2, CTNNBI1, MAP2K1, ALK, AKTI,
ROST). Un échantillon unique ne présente aucun variant oncogénique connu, selon les
critéres de sélection définis au chapitre 3.2.2.2.

Parmi les tumeurs mutées, 54% (21/39) entrent dans le groupe & risque RET ATA-D, 28%
(11/39) dans le groupe RET ATA A et 15% (6/39) présentent une mutation de HRAS ou KRAS.
Trés peu d'autres mutations ont été décrites en sus de ces mutations dominantes, &
I'exception d'une mutation codante du gene EGFR (p.Pro848Leu — variant affectant le
domaine catalytique du récepteur, classé déletére par les logiciels de prédiction SIFT et
PolyPhen-2 et retrouvé a I'état hétérozygote dans 0,1% de la population européenne selon

les statistiques ESP).
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L'analyse de la relation génotype-phénotype dans cette cohorte ne montre pas de lien
significatif entre la nature de la mutation dominante observée et les critéres cliniques
d’agressivité du CMT (Gge du patient au diagnostic, délai d'apparition des métastases et
survie globale depuis la date du diagnostic). En revanche, dans cette collection
sélectionnée de tumeurs réfractaires, la mutation RET p.Met918Thr semble prépondérante.
Les patients de sexe masculin, dont le délai d'apparition de localisations métastatiques est
le plus court, portent également préférentiellement ce variant.

Enfin, cette mutation — qu’elle soit d'origine germinale ou somatique - confere une meilleure
réponse a différents inhibiteurs de tyrosine kinase tels que le vandétanib ou le cabozantinib
(observation réalisée sur 33 cas les mieux documentés). Les patients portant une tumeur

RAS-positive, quant d eux, sont peu répondeurs & ces traitements.

Ce travail a fait I'objet de I'article suivant et sera discuté au chapitre 3.2.3, en page 122 :

Mutational screening of refractory medullary thyroid carcinomas by targeted nexit-
generation sequencing methods.

Boichard A and Chougnet C.N., Marty V, Saulnier P, Al Ghuzlan A, Borget |, Schlumberger M,
Bidart JM, Lacroix L.
En cours de soumission.

% RECHERCHE DE MUTATIONS ONCOGENIQUES DANS LES TUMEURS NON
MUTEES POUR RET ET RAS

Enfin, parmi les 4 tumeurs analysées a I'aide du panel lon Ampliseg™ Comprehensive
Cancer Panel (400 oncogénes), 3 se sont avérées étre mutées pour RET, avec des
fréquences de variants comprises entre 11 et 27%.

Le dernier tissu, non muté RET ni RAS a présenté plusieurs variants d’intérét de signification

inconnue, localisés — entre autres - au niveau des génes PDGFRA, ERBB3 et AKT2 (Table 5).

Chromosome Position Géne Changement ADNc  Changement protéique  RefSeq Fréquence (%) Class. Polyphen
chrl 27099009 | ARID1A | ©.3425_3430AGGGGC>AGGG p.Q1142fs NM_006015 100
chrd 1808286 | FGFR3 c.2044G>A p.Vé821 NM_000142 57 neutre
chrd 55129902 | PDGFRA c.436_437GC>G p.Aldéfs NM_006206 100
chrd 43841708| PRKDC €.2083C>T p.P495S NM_006904 80 neutre
chr? 32432574| TAFIL cAD04CHC p.A1002P NM_153809 &0 neutre
chrll 3723807 | NUP98 | c.3392 3398GCCCCAASGCA p.G1131fs NM_016320 100
chri2 56473744| ERBB3 ©.3080_3081TG>T p.L1027fs NM_001982 100
chrl5 39584882| THBSI1 ©.2646G>T p.Q882H MNM_003244 52 dElEtave
chrlé 15826491 MYH11 c.3381T>G p.V1194G NM_002474 8 délétére
chrlg 50934977 DCC c30F1G>A p.G103IR NM_005215 1 délstare
chrl 40742255|  AKT2 cBEFASC p.K290R NM_001426 44 délstire
chr2l 46314907 | ITGB2 c.1062A5T p.Q354H NM_001 127491 100 déletare
chr22 42523858 CYP2D4 c971A>C p.H324P NM_000106 44
chrX 43547112 WAS c.995T=C p.V332A NM_000377 58 neutre

TABLE 5 : VARIANTS RETROUVES DANS UNE TUMEUR NON MUTEE RET NI RAS
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Somatic RAS Mutations Occur in a Large Proportion of
Sporadic RET-Negative Medullary Thyroid Carcinomas
and Extend to a Previously Unidentified Exon

A. Boichard, L. Croux, A. Al Ghuzlan, S. Broutin, C. Dupuy, S. Leboulleux,
M. Schlumberger, JM. Bidart, and L. Lacroix

Translational Research Laboratory (AB., L.C,, L.L), Institut Gustave Roussy, 94805 Villejuif, France; Unité
Mixte Recherche 8200 (A.B., L.C., C.D), Centre National de Recherche Scientifique, Institut Gustave
Roussy, 94805 Villejuif, France; Department of Medical Biology and Pathology (A.A.G., S.B., IM.B),
Institut Gustave Roussy, 94805 Villejuif, France; Department of Muclear Medicine and Endocrine
Oncology (S.L., M.S.), Institut Gustave Roussy, 94805 Villejuif, France

Context: Medullary thyroid carcinoma (MTC) is characterized by proto-oncogene RET mutationsin
almostall hereditary cases aswell as in more than 40% of sporadic cases. Recently, a high prevalence
of RAS mutations was reported in sporadic MTC, suggesting an alternative genetic event in spo-
radic MTC tumorigenesis.

Objective: This study aimed to extend this observation by screening somatic mutational status of
RET, BRAF, and the three RAS proto-oncogenes in a large series of patients with MTC.

Materials and Methods: Direct sequencing of RET {exons 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16), BRAF (exons 11
and 15), and KRAS, HRAS, and NRAS genes (exons 2, 3, and 4) was performed on DNA prepared from
50 MTC samples, including 30 sporadic cases.

Results: Activating RET mutations were detected in the 20 hereditary cases (germline mutations) and
in 14 sporadic cases (somatic mutations). Among the 16 sporadic MTC without any RET mutation, eight
H-RAS mutations and five K-RAS mutations were found. Interestingly, nine RAS mutations correspond
to mutation hot spots in exons 2 and 3, but the other four mutations were detected in exon 4. The RET
and RAS mutations were mutually exclusive. No RAS gene mutation was found in hereditary MTC, and
no BRAF or NRAS mutation was observed in any of the 50 samples.

Conclusions: Our study confirms that RAS mutations are frequent events in sporadic MTC. Moreover,
we showed that RAS mutation analysis should not be limited to the classical mutational hot spots of
RAS genes and should include analysis of exon 4. (J Clin Endocrinol Metab 97: E2031-E2035, 2012)

cdullary thyroid carcinoma (MTC) is a rare tumor,
M accounting for less than 5% of all thyroid cancers,
that arises from neuroendocrine cells secreting calcitonin
called “C cells” or parafollicular cells. MTC appears in a
sporadic contextin 70% of cases orinaninherited context
in the other 30% of cases. Activating mutations of the
RET (REarranged during Transfection) (1) proto-onco-
gene are identified in almost all familial cases and in about
40% of sporadic forms. Therefore, nearly 45% of cases
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are not associated with an oncogenic RET mutation (2).
RET tyrosine kinase receptor is involved in the regulation
of differenriation, proliferation, survival, and cell motility
processes through several intracellular signaling path-
ways, including MAPK and PI3K/AKT/mTOR pathways.

Oncogenic mutations in the RAS proto-oncogenes arc
frequently detected in follicular thyroid tumors (3, 4). For
years, mutations in RAS or BRAF genes were considered
absent in MTC (5-8). However, mutations in HRAS and

Abbreviations: MTC, Medullary thyroid carcinoma; TKI, tyrosine kinase inhibitor.
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KRAS genes were recently found in a significant propor-
tion of non-RET-mutated MTC (9, 10), suggesting that
RAS mutations could represent alternative genetic events
in sporadic MTC tumorigenesis. This observation could
be of value for defining therapeutic strategies in non-RET-
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mutated tumors. Indeed, a lack of responsc to tyrosine

kinase inhibitors (TKI) of the epidermal growth factor

receptor has been reported in colorectal or lung tumors

presenting a RAS mutation (11).

Thus, the aim of this study was to analyze the frequency

TABLE 1. Mutational status of 50 MTC samples analyzed in this study

Age at
diagnosis RET KRAS, HRAS, NRAS, and

No MTC tissue type  Transmission Sex (yr) mutational status BRAF mutational status

T Lymph node Frozen Familial F 38 p.Cys634Arg  Germline  WT

2 Lymph node Frozen Familial M 48 p.Cys634Tyr  Germline WT

3 Primary tumor  Frozen Familial F 4 p.Cys634Ser  Germline WT

4 Primary tumor  Frozen Familial F 49 p.Lys666Asn  Germline WT

5 Primary tumor  Frazen Familial F 53 p.Cys531Arg  Germline WT

&  Primary tumor Frazen Familial F 73 p.Leu790Phe  Germline WT

7 Primary tumor  Frazen Familial M 8 p.Cys634Ser  Germline  WT

8  Primary tumor  Frozen Familial M 10 p.Cys634Arg  Germline WT

9  Primary tumor  Frozen Familial M 39 p.Cys620Tyr  Germline WT
10 Primary tumor  Frozen Familial M p.Ser891Ala  Germline WT
71 Primary tumor  Frozen Familial F 8 p.Cys634Ser  Germline WT
12 Primary tumor  Frozen Familial F 24 p.Cys634Tyr  Germline  WT
13 Primary tumor  Frozen Familial F 32 p.Cys634Arg  Germline  WT
14 Primary tumor  Frozen Familial F 59 p.Cys618Ser  Germline WT
15 Primary tumor  Frozen Familial F 11 p.Met918Thr  Germline WT
16  Primary tumor  Frozen Familial F 25 p.Met918Thr  Germline WT
17 Primary tumor Frozen Familial M 8 p.Met918Thr  Germline WT
18  Lymph node FFPE Familial F 35 p.Cys634Arg  Germline WT
19 Lymph node FFPE Familial F 66 p.GIn780Arg  Germline WT
20  Lymph node FFPE Familial M 29 p.Cys634Arg  Germline WT
27 Lymph node Frazen Sporadic F 30 WT HRAS c."82A>G  p.GIn61Arg
22 Lymph node Frazen Sporadic F 45 WT HRAS c."82A>G  p.GIn61Arg
23 Lymph node Frozen Sporadic M 46 p.Met918Thr  Somatic  WT
24 Llymph node Frozen Sporadic M 61 WT KRAS c.35G>T p.Gly12val
25  Primary tumor  Frozen Sporadic F 37 WT HRASc. 8 C=M p.GIn61LYs
26 Primary tumor  Frozen Sporadic F a7 WT HRAS c.37G=C p.Gly13Arg
27  Primary tumor  Frozen Sporadic F 49 p.Cyse34Tyr  Somatic  WT
28  Primary tumor  Frozen Sporadic F 49 p.Met918Thr  Somatic  WT
29 Primary tumor  Frozen Sporadic F 51 WT HRAS .8 C=M p.GInB1Lys
30 Primary tumor  Frozen Sporadic F 55 WT KRAS . 437C=T  p.AlaT46Vval
37 Primary tumor  Frozen Sporadic F 56 WT KRAS . 437C=T  p.AlaT46Val
32 Primary tumor Frozen Sporadic F 63 WT HRAS c."82A>=G  p.GIn61Arg
33 Primary tumor Frozen Sporadic F 73 WT WT
34 Primary tumor  Frozen Sporadic M 271 p.Met918Thr  Somatic  WT
35 Primary tumor  Frozen Sporadic M 27 p.Met918Thr  Somatic ~ WT
36 Primary tumor  Frozen Sporadic M 34 WT KRAS ¢.34G=C p.Gly12Arg
37  Primary tumor  Frozen Sporadic M 45 p.Met918Thr  Somatic ~ WT
38  Primary tumor  Frozen Sporadic M 48 p.Cys634del® Somatic  WT
39  Primary tumor  Frozen Sporadic M 48 p.Met918Thr  Somatic  WT
40  Primary tumor  Frozen Sporadic M 50 p.Met918Thr  Somatic  WT
41 Primary tumor  Frozen Sporadic M 53 WT WT
42 Primary tumor  Frozen Sporadic M 53 p.Met918Thr  Somatic ~ WT
43 Primary tumor  Frozen Sporadic M 54 p.cys634ins”  Somatic  WT
44 Primary tumor  Frozen Sporadic M 69 WT KRAS ¢."87G=A  p.Glub3Lys
45 Primary tumor  Frozen Sporadic M 74 p.Ala883Phe  Somatic  WT
46 Lymph node FFPE Sporadic F 42 WT HRAS c.35°G=T  p.Lys1174Asn
47 Lymph node FFPE Sporadic M 34 p.Met918Thr  Somatic ~ WT
48  Lymph node FFPE Sporadic M 46 WT WT
49 Lymph node FFPE Sporadic M 57 p.Cys634del” Somatic  WT
50  Primary tumor  FFPE Sporadic F 47 WT HRAS c."82A>G  p.GIn61Arg

Boid, Samples wild-type for all tested genes. WT, Wild-type; FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded; F, female; M, male.
7 p.GIu632 Neb38del.
0 . Cys634_Arg635insProlys.
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of RET, RAS, and BRAF mutations in a large series of
familial and sporadic MTC tumors. Mutational status of
HRAS, KRAS,and NRAS genes was examined not only on
classical hot spot codons 12, 13, and 61 (located in exons
2 and 3), but also on codons 117, 146, and 147 in exon 4
of the three RAS genes. Interestingly, we found that mu-
tations are also present in this particular region that has
never been investigated.

Patients and Methods

Patients

A total of 50 tumoral tissucs were collected at the Institut
Gustave Roussy (Villejuif, France) and stored in the tumor bio-
bank according to local ethics recommendations (Table 1). These
tissues correspond to 42 frozen samples and eight formalin-
fixed, paraffin-embedded samples, including 37 primary tumaors
and 13 metastasis. There were 26 females and 24 males, with a
mean age at diagnosis of 43 + § yr; 20 were inherited MTC
(seven MEN2A, three MEN2B, and 10 FMTC), and 30 were
sporadic cascs without any familial history and without any de-
tected germline RET mutation. A germline RET mutation was
found for all MTC cases occurring in a family context. Among
the other cases, 26 showed no germline RET mutation in the
usually tested loci (exons 8,10,11,13,14,15,and 16). Only four
individuals (patients 22,2335, and 37) were not screened for all
exons due to a lack of blood sample, but these cases revealed no
clinical clues in favor of a familial origin of the tumor. Before
extraction, all samples were hematoxylin-eosin stained, and im-
munochemistry was performed using anti-calcitonin antibodies.
Histological control was achicved by a pathologist, and all se-
lected samples contained more than 50% of tumor cells.

DNA isolation

DNA was extracted from 20-mm-section tumoral specimens
after an overnight digestion by proteinase K, using the DNeasy
Tissue Kit and the QIAcube automated extractor (QIAGEN,
Hilden, Germany), according to the manufacturer’s protocol.
Yield and quality of DNA were assessed by Qubit fluorometer
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

Mutational analysis

Exons 8,10,11,13, 14,15, and 16 of RET; exons 11 and 15
of BRAF; and exons 2, 3, and 4 of KRAS, HRAS, and NRAS
genes were analyzed by direct Sanger’s sequencing after a specific
amplification by PCR as previously described (12). Briefly, PCR
were carried out on 20 ng of DNA in 10 m final volume and 1
U of Hot Start Taq polymerase (QIAGEN). PCR primer se-
quences are available on demand. The amplified products were
analyzed by direct sequencing after clean-up exonuclease Exo-
SAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA) using the Big Dye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit and capillary electrophoresis on the
automated sequencer ABI3730 (Applied Biosysterns, Carlshad,
CA). Sense and antisense sequences were screened for exonic altera-
tions using SeqScape v2.5 software (Applied Biosystems) and com-
pared with the NCBI reference sequences: RET (NM_020975.4),
KRAS (NM_033360.2), HRAS (NM_005343.2), NRAS (NM_
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002524.3),and BRAF(NM_004333.4). All mutations identified were
further confirmed by independent PCR amplification.

Results

Mutational screening of exons 2, 3, and 4 of RAS genes
and exons 11 and 15 of BRAF was performed on the 50
MTC samples. All familial cases (n = 20) showed an ac-
tivating germline mutation of RET: 10 in exon 11
(MEN2A), three in exon 16 (MEN2B), and seven in other
exons (FMTC). Among the sporadic cases (n = 30), 14
carried a somatic RET mutation— four at codon 634, one
atcodon 883, and ninc at codon 918. No tumor presenting
a RET mutation was found with any RAS or BRAF mu-
tation. Details of all detected mutations are reported in
Table 1.

A RAS mutation was found in 13 of 16 RET-negative
MTC samples (81%) and in 13 of 50 tumors, considering,
the entire collection (26%). Only three tumors appear to
be wild-type for RET, RAS, and BRAF genes (6% of the
collection). KRAS mutations were identified in five RET-
negative sporadic tumors (10% of the samples and 31% of
RET wild-type tumors) and were located at codon 12 (n =
2,exon 2), atcodon 63 (n = 1, exon 3), and at codon 146
(n = 2, exon 4). Mutations in the coding sequence of
HRAS were found in eight tumors (16% of the samples
and 50% of RET wild-type tumors): one at codon 13
(exon 2), six at codon 61 (exon 3), and one at codon 117
(exon 4). No mutation was found in NRAS and in BRAF

genes in any tumor sample.

Discussion

Somatic mutations in genes involved in the Ras/Raf ki-
nase pathway are common in several types of tumors,
including differentiated thyroid cancers. Hitherto, with
the exception of two controversial studics (5-13), it was
admitted that RAS and RAF murations were not in-
volved in MTC oncogenesis. However, recent studies
reported HRAS and KRAS mutations in two indepen-
dent MTC series (9, 10) (Table 2), and among 47 MTC,
an HRAS mutation was found in two and a KRAS mu-
tation in one other patient (14).

In the present study, analysis of HRAS, KRAS, NRAS,
and BRAF coding sequences was performed in a series of
50 tumors, including familial and sporadic forms. In our
collection, mutations in RET and RAS genes scem to be
mutually exclusive. In fact, these redundant genctic events
(Ras protein signal occurs downstream of the RET recep-
tor) do not appear to confer additional oncogenic benefit
to parafollicular cells, in contrast to what has been de-
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TABLE 2. Previous studies of RAS and BRAF genes in various collections of MTC

First author, Mutated

year (Ref.) Gene(s) Locus studied Method n samples
Okazaki, 1989 (5) HRAS Codon 61 MA '8 M8
Yang, 1990 (20) NRAS NA Southern blot 7 0717
Horie, 1395 (3) HRAS, KRAS, NRAS Exan 2 Direct sequencing 9 0/9, 0/9, 0/9
Fenton, 1999 (21) HRAS, KRAS, NRAS Codons 12, 13, 61 Specific hybridization 2 0/2, 0/2, 0/2
Bockhorn, 2000 (6) HRAS, KRAS Codons 12, 13, 61 Direct sequencing ‘5 0/°5,0/5
Nikiforova, 2003 (7) BRAF Exon 15 Direct sequencing ‘3 0n13
Xing, 2004 (4) BRAF Exon 15 Diract sequencing ‘4 014
Parren, 2004 (8) BRAF Exons 11, 15 Diract sequencing 25 0/25
Goutas, 2008 (13) KRAS Codon 12 PCR-RFLP 44 18/44
Goutas, 2008 (13) BRAF Codon 600 PCR-RFLP a4 30/44
Ameur, 2009 (7 2) BRAF Exon 15 Direct sequencing 25 0r25
Schulten, 2007 (10) HRAS, KRAS Exons 2, 3 Direct sequencing ‘3 /73,03
Schulten, 2007 (10) NRAS, BRAF Exon 15 Diract sequencing '3 03,03
Moura, 2077 (9) HRAS, KRAS Exans 2, 3 Diract sequencing 65 '5/65, 3/65
Moura, 2077 (9) NRAS, BRAF Exan 11, 15 Direct sequencing 65 0/65, 0/65
Current study HRAS, KRAS Exons 2, 3,4 Direct sequencing 50 8/50, 5/50
Current study NRAS, BRAF Exons 11, 15 Direct sequencing 50 0/50, 0750

scribed in other cancers such as colorectal cancer. Among
the 16 RET-negative tumors, we observed 13 RAS muta-
tions. Nine mutations correspond to mutation hot spots
known in other types of tumors described in the COSMIC
database (15), namely at exon 2 (codons 12 and 13) and
exon 3 (codon 61) of HRAS and KRAS genes. However,
four RAS mutarions were rare but known mutations, in-
cluding mutations at exon 3 of KRAS (n = 1, codon 63)
andatexon4 of HRAS (n=1, codon117) and KRAS (n =
2, codon 146). The detection of these mutations in exon 4
could be related to the slightly higher proportion of RAS
positive-RET negative sporadic MTC identified in our
study (81%) compared with the Moura et al. (9) study
(78%). These mutations have been previously described
only in digestive cancers and leukemias, and the authors
suggest that RAS mutational status should be assessed be-
yond the most frequently mutated codons (16 -18), To our
knowledge, these exan 4 mutations have not yet been re-
ported in thyroid cancers. This finding highlights the im-
portance of sequencing MTC not only for the classical hot
spots but also for these additional exons. This high fre-
quency of RAS mutations is in total agreement with the
previous reports (9, 10), and the paradigm in which the
RAS mutations were present in thyroid cancers of follic-
ular origin but absent from medullary carcinomas (6-8)
cannot be retained any more. In accordance with previous
studies, point mutations in NRAS and BRAF genes do not
appear to be involved in MTC oncogenesis.

To date, no Ras-targeted therapies have been suc-
cessful. However, the presence of such mutations may
be an interesting marker for drug management, includ-
ing TKL Indeed, they are associated with a lack of ef-
ticacy of epidermal growth factor receptor inhibitors in
patients with a colorectal or lung cancer (11). Con-

versely, in a phase III trial using vandetanib (ZD6474)
in metastatic MTC, efficacy was observed in patients car-
rying a RET p.Met918Thr mutation, but also in patients
in whom the search for RET mutation was negative or
incomplete. However, no RAS analysis was performed,
and no conclusion can be made regarding the impact of
RAS mutation in non-RET-mutated sporadic tumors (19).
Thus, the screening for RAS mutations in tumors should
be performed for the assessment of the effectiveness of
RET-specific TKI for the treatment of MTC.

In conclusion, we confirm that an activating mutation
of known oncogenes is present in 94% of our series (47 of
50 tumors). In sporadic MTC, almost half of the detected
mutations are located in HRAS or KR AS genes. Moreover,
we showed that RAS mutations are not limited to classical
mutational hot spots of RAS genes and suggest that anal-
ysis should include exon 4 sequencing. To date, there are
no data establishing a link between the presence of these
abnormalities and efficacy of TKI drugs in MTC, but this
point should be considered for future drug development.
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ABSTRACT

CONTEXT: Medullary thyroid carcinoma (MTC) is causing by RET proto-oncogene mutations, found in all
familial cases and in a part of sporadic forms. Recently, oncogenic RAS mutations have been described in RET-
non-mutated tumors. These different mutational profiles could explain the phenotypic variation of MTC in term
of prognosis and regarding the response to targeted therapies. But due to the rarity of the tumor, the screening
of these mutations must be achieved on archival FFPE tissue collections.

OBJECTIVE: This study aimed to adequately describe mutations carried by a French series of metastatic MTC
FFPE samples, and to connect them to a potential clinical impact.

MATERIALS AND METHODS: High-throughput sequencing using 2 different targeted DNA libraries was applied
to the entire collection. The first library allowed the description of 12 oncogenes, whereas the second was
restricted to RET and RAS mutational hotspots.

RESULTS: Mutation status was obtained for 40 tumors. A single dominant mutation of RET or RAS genes was
found in 38 of them. One tumor was found wild-typed and another presented uninterpretable results. 20 tumors
carried a RET p.Met918Thr variant. This mutation was associated with good-responder phenotype to TKI
therapies, whereas RAS mutations seemed to be less sensitive.

CONCLUSIONS: Our study confirms the high prevalence of RET and RAS mutations in MTC. We have
developed a highly targeted library system, applicable to low-quality samples, allowing a fast, sensitive and low-
cost molecular screening of MTC. In future and if association between type of RET-RAS mutation and prognosis
of MTC is confirmed, this type of library could be runned on plateform routinely used, replacing direct sequencing
method.






Medullary thyroid carcinoma (MTC) is a rare tumor,
which molecular profile remained understudied
during long time. In 1993, activating mutations in the
tyrosine-kinase receptor RET have been described
in association with familial and some sporadic forms
of MTC [1][2]. No other driver mutations have been
found until recently, with the discovery of mutations
in RAS oncogenes [3][4]. These mutations, present
at codons 2, 3 and 4 of the HRAS and KRAS genes
are found in nearly 40% of sporadic tumors and
appear to be mutually exclusive with RET somatic
mutations in this type of tumor [9].

In the field of oncology, next-generation sequencing
approaches (NGS) allow to screen for - with an
interesting sensitivity - large number of somatic
variants harboured by tumors (from tens or
hundreds target genes up to whole-exome or whole-
genome sequencing). By this flexibility, analyze of
samples of middling quality, such as fixed and
paraffin-embedded tissues presenting hyper-
fragmented and degraded DNA, is made possible
[6]. High-throughput sequencing was used on
various cohorts of thyroid carcinomas, including
different collections of MTC [7][8]. These studies
have confirmed the dominance and the mutually
exclusivity of RAS and RET mutations. A set of
primers for the preparation of specific library
targeting oncogenes involved in all thyroid tumors
has been recently developed and validated [9].

The recent advances in personalized treatment of
cancer have shown the worth of molecular
screening of lesions to suppress. The search for
driver-mutations or prospective mutations of
resistance to targeted therapies has become an
important preliminary step before the set-up of
treatment strategy [10]. This is the case of
metastatic forms of MTC, which are potentially
treated by tyrosine kinase inhibitors (TKI). This
molecular screening was first performed by direct
sequencing, but this analysis was highly dependent
on the initial quality of the extracted DNA and
presented a very high failure rate. Here, we aimed
to develop an alternative approach, based on the
next-generation sequencing methods and using a
DNA library containing only small amplicons. For
this, we relied on a series of 41 samples collected

consecutively by the French study network of
refractory thyroid tumors TuThyRef, for which we
had clinical data about initial MTC specificity and
various TKI's response to treatment.

PATIENTS & METHODS

Clinical samples

This study used 41 formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) MTC samples, related to 40
patients not cured after initial thyroidectomy and
presenting a progressive disease. There were 13
females and 27 males, with a mean age at diagnosis
of 47 years. 9 patients had inherited MTC and 31
were sporadic carcinomas (neither familial history
nor RET germline mutation detected). These
tissues, including 27 primary tumors and 14
metastases, were collected consecutively in centers
listed by the French network TuThyRef, following
local ethics recommendations. 2 tissues were
primary tumor and metastasis of the same MTC
patient. Details of collection are presented in table
1.

Besides usual clinical data, information regarding
vital status and best response rates after treatment
with tyrosine kinase inhibitors (first and second line
of treatment) was available for most patients (data
not shown).

Histological control of each sample was achieved by
a pathologist, using hematoxylin and eosin staining
on 5-um sections. Neoplastic cellularity greater
than 60% and suitable fixative/conservation
methods were used for all the selected cases.
Genomic DNA was extracted from three 15-um
tissue sections, after an overnight digestion by
proteinase K and using the DNeasy Tissue Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), according to the
manufacturer's protocol. Yield and quality of DNA
were assessed by Qubit fluorometer (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

Sanger Sequencing

Exons 10, 11, 13, 14, 15, 16 of RET as well as 2, 3,
4 of HRAS and KRAS genes were analyzed by
Sanger’s sequencing as described previously [5].
Briefly, each PCR was carried out on 20 ng of
genomic DNA with Hot Start Taq polymerase



(Qiagen, Hilden, Germany). After clean-up, the
amplified products were investigated by direct
sequencing using the Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)
and capillary electrophoresis on automated
sequencer ABI3730 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA). Sequences were screened for exonic coding
alterations using SeqScape v2.5 software (Applied
Biosystems Carlsbad, CA).

Preparation of DNA libraries and lon Torrent
sequencing

The collection was analyzed by high-throughput
sequencing, using 2 distinct protocols.

The first approach, based on AmpliSeq Custom
library application was designed online with the
AmpliSeq Designer Tool (Life Technologies, Palo
Alto, CA). This library preparation was built using 2
multiplex pool of primers, targeting 32 mutational
hotspot regions in 12 oncogenes (EGFR, KRAS,
NRAS, HRAS, BRAF, HER2, PIK3CA, RET,
CTNNB1, MAP2K1, ALK, AKT1, ROS1). The 2
multiplex PCR were carried out on 10ng of genomic
DNA of each sample with lon AmpliSeq HiFi Master
Mix (lon AmpliSeq Library Kit 2.0 - Life
Technologies, Carlsbad, CA). A positive control,
presenting known mutations in several oncogenes
was equally amplified in order to ensure the
robustness and the sensibility of the method
(Quantitative Multiplex DNA Reference Standard -
Horizon Diagnostics, Cambridge, UK). After
purification by FuPa Reagent (Life Technologies,
Carlsbad, CA), amplicons were ligated to
sequencing adapters and nucleotides barcodes (lon
A and P1 Adapters for and lon Xpress Barcode
Adapters 1-96 Kit — Life Technologies, Carlsbad,
CA), according to manufacturer’s instructions (1
barcode per initial sample). Quality of libraries was
determined using Agilent BioAnalyzer High
Sensitivity DNA kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). Barcoded libraries from each sample
were equimolarly mixed to obtain 180pg of multiplex
templates, enriched by emulsion-PCR allowing
clonal amplification on lon Sphere Particles, using
lon PGM Template OT2 200 Kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA).

The second approach was based on a RET-RAS
library built with home-designed primers allowing
the amplification of short amplicons (70-103pb)

targeting hotspot mutational regions in RET and
HRAS/KRAS oncogenes (codons 620, 634, 804,
918 and 12-13, 61, 117, 146 respectively). This
approach was developed in accordance to the
Fusion Sequencing protocol recommended by Life
Technologies. Primers includes additional universal
sense and antisense tails. Each PCR was carried-
out on 10ng of genomic DNA of each sample with
Hot Start Taq Polymerase (QIAGEN, Hilden,
Germany). A second round amplification, using
primers including sequencing A and truncated-P1
adapters, lon Xpress barcode sequences (one
barcode per initial sample) and sequences
complementary to universal sense and antisense
tails was performed on a 1/400 dilution of the first
PCR product. This step allowed forthcoming bi-
directionnal sequencing in two distinct strand
senses. Exonuclease clean-up (lllustra exoSTAR -
GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden)
was achieved and each barcoded libraries were
equimolarly blended in multiplex templates. Quality
of mixed libraries was assessed by Qubit
fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA). 4pg of
multiplexed barcoded libraries were enriched by
emulsion-PCR allowing clonal amplification on lon
Sphere Particles, using lon PGM Template OT2 200
Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA).

For both approaches, the final amplified templates
from Ampliseq Custom libraries and RET-RAS
hotspots libraries were loaded on lon 316 Chips and
lon 314 Chips respectively (Life Technologies,
Carlsbad, CA). The sequencing was carried out on
an lon Torrent Personal Genome Machine
Sequencer, using the lon PGM Sequencing 200 v2
Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA).

Data analysis

Sequencing signals processing, base calling and
alignment to the 19th version of the human
reference genome (Genome Reference Consortium
— build GRCh37) were performed using Torrent
Suite v 4.0 software (Life Technologies, Carlsbad,
CA). Coverage analysis and variant calling were
made using Coverage Analysis v.4.0 (r73765) and
Variant Caller v.4.0 (r73742) plugins, taking into
account several quality scores such as read length,
base quality, frequency of variants and possible
strand bias. Only modifications showing more than
30 reads (30X), with a minimum of variant allele of



15 reads (15X), an observed frequency greater than
5% for hotspot variants and 10% for other variants,
were retained. Analysis were focus only on
nonsense/missense/splicing  substitutions  or
deletion/insertion variants presenting a prevalence
less than 1% in the European population (ESP and
Hapmap CEU projects).

RESULTS

Robustness and sensitivity evaluation

A multiplex reference standard, combining the DNA
of 20 isogenic cell lines and containing precisely
defined allelic frequencies for several oncogenic
targets, was used as a control of sensitivity for each
type of library (Horizon Diagnostics, Cambridge,
UK).

For the Ampliseq Custom library, control-DNA was
added twice (1 barcode per chip). Final alignment
presented parameters corresponding to good
quality of sequencing (46000 and 115000 mapped
reads respectively). All targeted amplicons were
covered and mean depth by amplicon was 2 222 +
730 X (mean % SD). Eight expected variants, with a
frequency over 3% were found (figure 1A). The
allelic frequencies were found to be in the
manufacturer's  recommendations. The low
variations between chips reflected good inter-chip
reproducibility.

For the RET-RAS hotspots library, control-DNA was
analyzed once. Final alignment showed 10150
mapped reads and all targeted amplicons were
covered. Mean depth by amplicon was 805 + 274
X. Among the mutations in the control, only KRAS
variants were explored (other loci were not
covered). The two KRAS p.Gly13Asp and
p.Gly12Asp were observed at 11% and 6%
respectively (figure 1A).

Based on this result and manufacturer's
recommendations, we retained a limit of detection
of 5% for hotspots variants and 10% for other
mutations.

Oncogenes targeted analysis on FFPE
samples.

The 33 first samples were initially explored by
Sanger sequencing after PCR amplification of 12
targeted exons. Because of limited quality of DNA
extracted from FFPE samples, only 17 samples

provided suitable results to positively determine
somatic RET and RAS status of tumors (figure 2A).
Then, the study was carried out on 41 tumors,
applying  Ampliseq Custom library use in the
laboratory and covering mutational hotspots regions
of 12 oncogenes including RET and RAS genes.
The 41 tumors were analyzed on two runs (100Mb
316 lon chips) with more than 2 360 000 good
quality reads each (quality Phred score over 20).
The sequencing failed for all amplicons for only 6
samples (figure 2A - mean coverage for all
amplicons = 0X). Successful sequencing samples
shown 103223 + 94721 mapped reads each and a
mean coverage of 2350 + 2473 X by amplicons.
Globally homogenous average coverage deepness
was observed between each amplicons (figure 1B).
After filtering, 116 variants were retained for the 41
samples. Only 2 MTC did not harbour any variants
of interest, despite high average coverage
deepness for all amplicons. Four MTC displayed a
higher level of variants not previously described in
COSMIC Database (http://cancer.sanger.ac.uk/),
compared to other samples. This excess of variants
was found in several genes, mainly at low frequency
and was not confirmed by independent sequencing.
Those “not-confirmed” variants could be associated
to low quality of DNA. All other cases presented a
major variant belonging to the known spectrum of
RET and RAS gene mutations: 17 samples carried
a RET p.Met918Thr mutation, 5 carried point or
complexes mutation involving the codon 634, 1
carried other RET variants and 7 samples
presented a HRAS or a KRAS mutation. One of
these samples harbour a RAS mutation at low
frequency (10% allele frequency) associated to a
RET exon 11 mutation (48% allele frequency). One
tissue revealed additional major variant in EGFR
(p.Pro848Leu — 51% allele frequency). This variant
was controlled on an independent sequencing run.
Located in the catalytic domain of the receptor, it is
considered as probably damaging by the prediction
software PolyPhen-2.

In parallel, the 41 tumors were analyzed using the
RET-RAS hotspots library in two runs (10Mb 314
lon chips), generating 69000 and 165000 mapped
good quality reads (quality Phred score over 20).
Only 1 sample failed for all amplicons. Other 40
samples showed 10076 + 4317 mapped reads each



and a mean coverage of 653 x 233 X by amplicons.
Distribution of depth for each amplicon was
homogeneous and showed less variability than for
the first library (figure 1B). After filtering, 47 variants
were retained for the 41 samples. Four MTC did not
harboured any variants of interest and 36 tumor
samples presented a known RET or RAS mutation:
20 samples carried a RET p.Met918Thr mutation, 8
carried mutation involving the codon 634 (including
1 atalow level in a tumor with a 918 major variant),
3 in other RET locus and 7 samples presented
HRAS or KRAS mutations (including 1 at a low level
in a tumor with a 918 major variant).

Results obtained with the two methods are
consistent for 40 of the 41 tissues, including 1 failed
sample, 1 sample apparently wild-typed for all
genes studied and 38 samples carried a RET or
RAS dominant mutation (figure 2B). In contrast, 1
sample showed a discrepancy concerning the major
oncogenic mutation found. Because of absence of
remaining DNA or tissue for this sample, it was not
possible to perform any independent validation.

Clinical relevance of dominant variants
observed

No link between dominant mutation and patient's
age at diagnosis or time of metastasis occurrence
has been demonstrated. However, distribution of
these mutations was significantly different between
inherited types of disease (p-valuex? <0.0001):
variant RET p.Met918Thr was found in sporadic
cases (62% versus 22% for inherited cases)
whereas other variants of RET were more prevalent
in familial forms (66% versus 17%). In this selected
cohort, male patients had a metastases reprieve
shorter than women (without significant impact on
overall survival) and harboured more often a RET
p.Met918Thr variant (62% versus 33% in female -
p-valuex?<0.0001).

Finally, response to TKI treatment analysis was
performed on 33 well-documented cases of the
initial cohort (patients excluded concerned 1 patient
found to be included in the placebo arm of a clinical
trial and best-response rate observed was not
available for all other patients). Among these
patients, 27 harboured RET mutation, including 19
(53%) were p.Met918Thr. Five patients carried a
HRAS or KRAS mutation (Figure 4A). Overall, the

group of RET p.Met918Thr patients had a greater
partial response profile than others. Moreover,
progressive disease under treatment arrived mostly
within  patients carrying a RAS mutation
(respectively in xx% and y%, p-valuex? <0.0001 —
figure 3A). Patients in this cohort were treated with
6 different TKls (vandetanib and 5 currently tested
molecules, called ITK1 to ITKS), but only vandetanib
cohort permitted a more detailed analysis. Again,
the best tumor reduction observed in this group was
those concerning RET p.Met918Thr variants (figure
3B).

DISCUSSION

In the current work, we analyzed RET and RAS
mutational somatic status of 41 archived MTC
samples including 40 samples actually treated by
tyrosine kinase inhibitors (TKI). The used of
Sanger’s direct sequencing gold-standard approach
leads with more than 50% of unamplified or
unreadable amplicons. This high rate of failed
analyses was due to the limited quality of DNA
extracted from archive FFPE blocks coming from
several laboratories and not compatible with the
usual length of amplicons required for direct
sequencing approaches (200-300pb). For hyper-
fragmented DNA, as those extracted from rare
tumors FFPE biobanks, it would be wise to use
techniques allowing analysis of smaller locus, more
easily amplifiable, as is the case of recent next-
generation sequencing methods. Also, we sought to
test 2 different sequencing approaches allowing the
analysis of RET and RAS oncogenes frequently
mutated in MTC tumors. The sequencing of short
amplicons to identify hotspots or novel mutations is
now possible thanks to NGS methods.

We first tested, on a set of 41 consecutively
collected MTC tissues, a NGS-library commonly
used in our laboratory. This approach, targeting 12
well-known oncogenes with multiplex amplification
of 32 PCR-products of approximately 120bp in
length, provided better results and sensitivity than
direct sequencing but still lead to some failure. In
our experiment, this rate was evaluated at 15%
(6/41 samples). Therefore, although all expected
amplicons were covered, they showed a large
amplitude in terms of quality of coverage, which can
be attributed to the multiplex amplification. Knowing



the high prevalence of RET and RAS mutations in
MTC tumors, we then wanted to test a library
specially designed for this purpose. We have taken
into account the low quality of DNA extracts derived
from FFPE tissues and have chosen 12 short loci to
amplify (100bp maximum) and applied the fusion
sequencing protocol recommended by
manufacturer. With this second method, all loci of
interest had adequate coverage for the study of
somatic variants (more than 300X for all amplicons),
and no inter-locus amplification bias could be
detected. The least significant item is the very low
rate of failure, estimated here at less than 1% (1/41
samples).

Thus, we were able to describe a large part of our
collection of tumors from metastatic MTC patients,
including several patients treated by tyrosine kinase
inhibitors. Not surprisingly, at least 38 of 41 samples
(90%) presented a mutation in RET, HRAS or KRAS
genes. In this selected collection of refractory MTC,
we observed a high proportion of tumors carrying a
p.Met918Thr RET mutation, previously described
as conferring a poor-prognosis to the disease.
Finally, only 1 good-quality samples appeared to be
completely wild-typed for all genes studied. By
merging the data from the current analysis with
cases previously published by our group [5], and in
accordance with other published studies [3][4][7],
we confirmed the high RET-RAS mutation
frequency in MTC, estimated at more than 93% in
all tumors.

We sought to establish a possible relationship
between the dominant mutation carried by the tumor
and its aggressiveness or its response to targeted
therapies such as tyrosine kinase inhibitors.
Although our cohort is not enough important to draw

major conclusions, we observed a significant part of
partial response in RET-tumors, especially in
p.Met918Thr mutated tumors. This observation also
applied to the small cohort of patients treated with
vandetanib. Conversely, tumors bearing RAS
mutations showed a higher proportion of non-
responders or stable patients. Like what has been
previous described about the resistance to EGFR
inhibitors therapies of KRAS-mutated colorectal
carcinomas [11], we could imagine that the
presence of a RAS mutation in a MTC tumor causes
its reduced sensitivity to TKI. These preliminary
results support the importance of the mutational
profiling of tumors, leading to definition of patients
groups presenting several degrees of sensibility to
drugs, as is the case here. In addition, observation
of EGFR mutation concomitant to the RET-RAS
dominant mutation in a good-responder tumor of our
cohort requires more investigation. This mutation -
although poorly studied so far - seem to have a
functional impact on the activity of EGFR receptor
[12]13].

In conclusion, we confirmed the high prevalence of
RET and RAS dominant and mutually exclusive
mutations in MTC tumors. We have developed a
highly targeted library system, specific to this type
of tumors and allowing a fast, sensitive and low-cost
molecular screening of MTC. This method is
applicable to fixed and low-quality tissues, with a
very low failure rate. In future and if an association
between type of mutation and prognosis of MTC is
confirmed, this type de library could be run on
sequencing platform compatible daily clinical
practice in term of throughput and turn around time,
replacing the direct sequencing method.
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LEGEND TO FIGURES

TABLE 1 : Description of the collection used.

FIGURE 2 : Ampliseq custom and RET-RAS hotspots library efficiencies comparison.
A. Variants and allelic frequencies observed in DNA positive control sample.
B. Mean depth of reading (+/-SD) for each common amplicon in all samples (n=43).

FIGURE 3 : Genotypes observed in our cohort.
A. Quality assessment of sequencing methods used.
= for direct sequencing : black = not realized / red >75% failure / orange =50-75% / light
green = 25-50% and dark green <25%
= for NGS : red <50X/ orange =50-100X/ light green = 100-500X and dark green >500X)
B. Dominant mutation retained
(*=cases showing multiple low frequency variants).
C. Relationship with response to several 1st line ITKs therapies
(SD = stable disease, PR = partial response, PD = progressive disease).

FIGURE 4 : Response to 1stline ITK treatment regarding mutational status of MTC.
A. Global repartition of dominant mutations in patients treated (n=33).
B. Best clinical response observed in well-documented cases.
C. Best percentage change in tumor size regarding ITK treatment.
(*=case showing EGFR significant variant)






TABLE 1

MTIC Patient
Sample inheritance Tissuetype gender ‘:ige a.t Metastasei ITK1 best ITK2 best
dianosiz  dizclozure response® response®
MICO01 spo primary tumor M 39 1 ITKI EP (-73%) vandetanil ?
MTC 02 fam primary tumor F 63 0 ITK] RP (-38%6) -
MTC 03 fam metastase F 33 - K] EP (-44%%) vandetanib gD
MTC 04 spo primary tumor M 48 1 ITKI EP (42%) -
MIC 05 spo primary tumor M 50 -3 ITKI SD (-26%) vandetanil FD
MTC 06 spo primary tumor F 73 0 ITK] 5D (0%%) -
MTC 07 fam primary tumor M 61 0 K] PD (temozolomide) ?
MTC 08 fam primary tumor M i1 1 ITKI FD -
MTC 09 spo primary tumor M 30 1 ITK2 SD (-26%) -
MTC 10 spo primary tumor M 57 2 ITK2 SD vandetanih ?
MICI11 spo prmary tumor M 21 1 ITK3 sSD -
MIC 12 spo metastase F 60 0 ITE4 SD (-27%) -
MIC 13 spo ymph node M 35 [3 vandetanib  RP (-100%) -
MTIC 14 spo primary tumor F 34 1 vandetanib  BP (-78%) -
MIC 15 spo metastase M 39 1 vandetaniy  BP (-77%) -
MIC 16 spo primary tumor F 45 3 vandetaniy  BP (-73%) -
MIC17 spo primary tumor M 42 0 vandetanid  BP (-37%) ITK4 FD
MIC 18 spo primary tumor M 27 0 vandetanib  BP (-33%) -
MIC19 spo primary tumor F 13 [3 vandetanid  BP (-48%) -
MTC 20 spo Iymph node M 46 1 vandetanib  BP (40%) -
MTC21 fam Iymph node M 63 0 vandetanid  BP (-33%) ITKS ?
MTC 22 spo primary tumor M 32 & vandetanid RP
MIC 23 spo primary tumor M 44 - vandetanid RP -
MTIC 24 spo metastase M 44 3 vandetanib SD (-20%) -
MIC25 spo Iymph node M 43 9 vandetanid 8D (-11%) -
MTC 26 fam primary tumor M 24 1 vandetanid SD (-10%) -
MIC27 spo primary tumor M 33 0 vandetanid SD (-9%%) -
MIC 28 spo primary tumor M 36 1 vandetanib SD (-9%%) -
MIC29 spo metastase F 42 - vandetanil SD (-3%) -
MTIC 30 spo primary tumor F 49 1 vandetanib SD (-3%) -
MTC 31 fam metastase M 30 3 vandetanib 5D (+6%) ITKI RP
MTC 32 spo metastase M 61 2 vandetanib 8D (+11%) ITKd SD
MIC 33 fam Iymph node F 44 1 vandetanib  SD(+12%) -
MIC 34 fam primary tumor F 44 1 vandetanib  SD(+12%) -
MIC 35 spo primary tumor M 12 3 vandetanid sSD -
MTIC 36 spo primary tumor F 37 13 vandetanib SD -
MIC 37 fam metastase F 37 20 vandetanil ? -
MIC 38 spo metastase M 33 - vandetanib ? -
MTIC 39 spo prmary tumor F - - vandetanil ? -
MTIC 40 spo primary tumor M 46 vandetanib ? -
MIC 41 spo primary tumor M 33 0 Pplacebo - -

£ Metastase disclosure = time between initial diagnosis and metastase highlighting, in years.
* 3D = stable disease, PR = partial response, PD = progressive disease.






FIGURE 2

A.
OBSERVED frequencies (%)
Variant EXPECTED f U Custom lib
arian requency (%) .ua om li rEl.r!F RET-RAS library
chip 1 chip 2
EGFR p.Gly719Ser 245 247 26.2 NC
PIK3CA p.His1047Arg 175 18.2 19 NC
KRAS p.Gly13Asp 15 156 131 111
NRAS p.GIn61Lys 125 129 144 NC
BRAF p.Val600Glu 105 106 107 NC
PIK3CA p.Glu545Lys 9 8.1 7 NC
KRAS p.Gly12Asp 6 6 55 5.8
EGFR p.LeuBS8Arg 3 23 17 NC
NC=non-contributory
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FIGURE 3
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3.2.2.4. Résultats complémentaires

Enfin, nous avons souhaité compléter la caractérisation des 2 modéles cellulaires de CMT
a noftre disposition, par séquencage de type NGS de leur exome complet. La banque
génomique a été obtenue apres fragmentation mécanique et enrichissement ciblé de
la totalité des exons (kit de capture SureSelectXT Human All Exon™ v4 + UTRs — Agilent
Technologies) puis le séquencage a été réalisé sur une plateforme HiSeg™ 2000 de type
lllumina® (PCR-bridge sur support solide puis séquencage par synthése de novo).

Les 2 échantilons ont montré des qualités de séquencage similaires (profondeurs
moyennes de 89X et 86X respectivement — score de qualité Q30 évalué a 91,11% et
91.04%).

Au total, 54594 et 52117 variants ont été détectés dans chacune des lignées. L' application
des filtres qualitatifs similaires & ceux utilisés pour I'analyse de la collection sélectionnée de
tumeurs (cf. chapitre 3.2.2.2 en page 86) permet la distinction de 707 et 598 variants
d’intéréts, dont 436 et 309 fouchant des génes déja décrits comme étant mutés au niveau

somatique dans les tumeurs (selon la base de données COSMIC).

Les mutations conducirices majeures de RET connues dans ces cellules ont été retrouvées :
- la substitution p.Cysé34Trp est présente sur 66% des alléles pour la lignée TT,
- lasubstitution p.Met918Thr est présente sur 58% des alléles pour la lignée MZ-CRC1.
Les autres variations prépondérantes mises en évidence dans ces cellules sont présentées

en Annexe 4 et Annexe 5.

La lignée TT ayant également été séquencée dans le projet de caractérisation
moléculaire des lignées tumorales initié par le Broad Institute (Cancer Cell Line
Encyclopedia - http://www.broadinstitute.org/ccle/), les variants communs & cette étude
sont indiqués en gras en Annexe 4. Notons que ce projet décrit 2 variants d'intérét
additionnels au niveau des genes FLNC (Filamin-C — p.Gly947fs) et ITPR2 (inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor, type 2 — p.Arg470_splice).
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3.2.3. Discussion

Jusgqu'a trées récemment et a I'exception des mutations RET, aucune autre mutation
ponctuelle récurrente n'avait été décrite dans le CMT. Nous avons recherché d'autres
mutations susceptibles d'influencer I'oncogenese des CMT, comme par exemple au
niveau des genes EGFR, BRAF, PI3KCA, JAK2, ALK, GNAS, GNAQ, IDH1 ou encore IDH2 ;
mais n'avons jamais retrouvé d'autres mutations pouvant supplémenter I'effet de RET
oncogénique dans les tumeurs apparament sauvages pour ce dernier.

Les bases de données accessibles gratuitement en ligne et ayant vu le jour avec I'essor
des techniques de NGS sont des sources d'informations précieuses en pathologie
moléculaire, permettant de connditre de facon rapide les principales mutations
conductrices retrouvées dans les sous-types tumoraux. Cependant, compte tenu de leur
rareté, les CMT et leurs tumeurs accociées n'y sont jamais représentées (a I'exception des

données concernant la lignée TT disponibles sur le site CCLE).

En 2011, la publication de (Moura et al., 2011) a décrit une proportion non négligeable de
tumeurs RET-négatives présentant des variants oncogéniques RAS, ces variants étant
jusqu'alors décrits comme exceptionnels dans ce type de tumeurs (Table 6). Depuis, cette
description a été confirmée par un grand nombre d'équipes, et nous nous sommes - de

la méme facon - focalisés sur ce point majeur.

Géne Locus étudiés Méthode EChnc:E::!:m Références
H-RAS Codon 41 A, 1/18 Okazaki et al.. 1989
M-RAS A Southern blot 0f7 Yang et al.. 19%0
H-M-K-RAS Exon 2 Séquengaoge direct 0/9 Horis et al, 1985
H-M-K-RAS Codons 12, 13, 81 Hybridation Q/2 Fenton et al.. 1558

H-K-RAS Codons 12, 13, 81 Seéquengage direct 0/15 Bockhom et al., 2000
K-RAS Coden 12 ¥ 18/44

B -RAF Codon 400 PCR-RFLP 30/44 Goutas =t al, 2008
H-RAS 1/13
K-M-RAS Bxons 2.3 Séquengage direct 0/13 Schulten et al, 2071
B-RAF Exon 15 013

H-RAS - 53 15/65

K-RAS ons 2, , - 3/45

N-RAS Sé&quengage direct 0/65 Moura etal, 2011
B-RAF Exon 11,15 0/45

H-RAS SR 8/50

K-RAS {elyt] 5 - - 5/50 .

N-RAS 3é&quengage direct 0/50 Boichard et al, 2011
B-RAF Exon 11,15 0/50

H-RAS 13/188

K-RAS Codons 12,13, &1 Séquengage direct 4/188 Ciampi et al, 2012
N-RAS 2/188

H-RAS 3/15

K-RAS Exons 2, 3 NGS - amplification ciblée 1/15 Mikiforowa et al, 2013
MN-RAS 015

H-RAS 7/57

K-RAS all exons MGS - capture exomique 2/57 Agrawal et al., 2013
MN-RAS 0/57

TABLE 6 : MUTATIONS RAS ET CMT - REVUE DE LA LITTERATURE ET SITUATION DU TRAVAIL
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Nous avons établi le profil mutationnel ponctuel des genes RET et RAS sur 2 cohortes
distinctes de CMT, en utilisant 2 techniques de séquencage présentant des sensibilités
différentes (seuil de détection des variants en séquencage direct évalué a environ 15%

d’'alleles mutés, contre 3 a 5% en séquencage NGS de type lon Torrent).

Dans un premier tfemps, nous avons utilisé une technique de séquencage de type Sanger,
sur des échantillons d'archives de qualité moyenne. Malgré un pourcentage d'échec
important (environ 50% des amplicons), nous avons confimé la présence de variants
oncogéniques des génes HRAS ou KRAS dans un grand nombre de tumeurs sporadiques
non mutées RET (plus de 40%), représentant la quasi-totalité des tumeurs non mutées pour
RET (Table 6).

Le caractére mutuellement exclusif des variants RET, HRAS ou KRAS démontre les effets
biologiques redondants de ces 3 génes lors du développement du CMT.

Certains des variants RAS retrouvés sont situés sur des locus peu fréquemment étudiés, mais

néanmoins connus pour leur effet oncogénique :

- Les mutations touchant le codon 117 de KRAS sont retrouvées dans les carcinomes
colorectaux, avec la méme fréquence que les variants situés en position 61 (Wdjcik
et al., 2008). Une étude menée sur des individus atfteints du syndrome de Costello a
montré que ces mutations engendrent une anomalie de fixation du nucléotide
guanidique, conduisant a une effet fonctionnel semblable aux variations plus
connues des codons 12 et 13 (Denayer et al., 2008). Les mutations de la lysine 117
de HRAS sont plus rares (4 cas répertoriés par la base COSMIC, dont 2 carcinomes

thyroidiens différenciés).

- Les mutations touchant le codon 146 et semblant n'affecter que KRAS. Elles
concernent pres de 4% des carcinomes colorectaux (Edkins et al., 2006) (Gaedcke
et al., 2010) (Vaughn et al., 2011) et seraient également retrouvées dans quelques
cas de lymphomes thymiques (Corominas et al., 1991) et de leucémies
myélomonocytiques chroniques (Gelsi-Boyer et al., 2008). Leur contribution &
I'oncogenése de ces types tumoraux a été évaluée au moins égale a celle
provoquée par les variants du codon 61. Ces variants conférent la méme
insensibilité aux inhibiteurs de I'EGFR que les mutations précédemment établies
(Dovillard et al., 2013), et leur recherche est maintenant nécessaire avant la mise en

place de certaines thérapies telles que le panitumumab (Vectibix®, Amgen).
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Dans un second temps, I'adaptation de méthodes de séquencage NGS d des locus de
petites tailles a permis la caractérisation sensible et fiable (taux d'échec estimé a 3%),
d'une collection de tissus correspondants a des patients ayant recu un traitement par ITK.
Certains variants faibles (fréquence de variation inférieure a 15%) ont ainsi pu étre
observés. Des mutations complexes du géne RET, essentiellement localisées au niveau de
I'exon 11 (délétions et délétions-insertions entre les codons 630 et 638) ont également pu
été identifiées, alors que le résultat obtenu en technique de Sanger demeurait
ininterprétable. Des variants HRAS et KRAS ont également été retrouvés, dans 12% et 1%
des tumeurs respectivement.

La correlation entre le type de variation conductrice dominante présentée par la tumeur
et la réponse clinique a une premiere ligne de traitement par ITK demeure difficile a
évaluer, du fait du faible nombre de cas et d’'une trés grande hétérogénéité de prise en
charge des patients. Néanmoins, nous montrons que les patients porteurs d'un variant RET
du groupe ATA-D semblent étre les meilleurs répondeurs au vandétanib (CAPRELSA®,
AstraZeneca - inhibiteur des récepteurs VEGFR-2/3, EGFR et RET), comparativement &
ceux présentant une mutation RAS ou d'autres locus de RET. Il semblerait que ces variants,
en plus d'une utilisation en tant que marqueurs de classification, puisse également étre
utilisés en tant que marqueurs théranostiques de réponse aux thérapies ciblées
actuellement a I'essai dans les formes métastatiques de CMT. Nous confirmons ainsi le
résultat de I'étude préliminaire du vandétinb (essai ZETA), distinguant les mutations RET
p.Met?18Thr de toutes les autres mutations en terme de survie sans progression et de
réponse objective au traitement (hazard ratio PFS= 0,3 ; ORR=55%) (Langmuir and Yver,
2012).

Les techniques de séquencage NGS ont également permis d’'évaluer a large échelle
I'ensemble des variants portés par les fumeurs. En 2013, (Agrawal et al., 2013) ont montré,
par I'analyse exome-entier de 17 ftumeurs, que les mutations RET et RAS étaient les variants
majoritairement retrouvés dans les CMT (en terme de pourcentage de variant dans un
méme tissu mais également a un niveau inter-tumoral). Chacune des tumeurs étudiées
portait environ 18 variants potentiellement conducteurs. Aprés validation sur une seconde
cohorte, seul le gene MDC1 (Mediator of DNA-damage Checkpoint 1) a été retenu en sus
de RET, HRAS et KRAS.

Nous avons étudié une grande proportion de I'exome (400 oncogénes) de 4 tumeurs que
nous pensions hon mutées pour RET ou RAS. Trois d’entre elles se sont révélées porteuses
d’'une mutation RET, au niveau des locus bien connus RETé34 ou RET?!8, avec des
pourcentages alléliques compris entre 11 et 27%. Ces cas ont possiblement été omis en

séquencage direct, du fait d'une faible sensibilité technique, d'un biais d'amplification ou
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encore d'une localisation tissulaire différente (ré-extraction nécessaire pour un des cas).
La derniere tumeur, effectivement non mutée RET ou RAS présente — plusieurs variants
d’'intérét au niveau des genes PDGFRA, ERBB3 et AKT2, dont |'expressivité clinique demeure
inconnue. Notons que ce type d'analyse (séquencage de I'exome de plus de 400
oncogenes) est actuellement en cours de réalisation dans le cadre d'une collaboration
infernationale de grande ampleur incluant une collection de 29 tumeurs provenant de

I'Institut Gustave Roussy.

In fine, au Terjanvier 2014, un total de 103 tissus tumoraux ont été analysés (correspondant
aux échantillons décrits dans les 2 articles présentés et a quelques prélevements
additionnels). Aprés sélection des cas non-apparentés, éviction d'une redondance
correspondant a différents tissus prélevés sur un méme patient (pour lesquels les profils
mutationnels étaient identiques) et d'une ambiguité, nous disposons de 100 statuts
somatiques indépendants (Figure 18) :
- 28 correspondent a des cas familiaux, dont 11 avec une mutation RET germinale
au niveau du locus 630-638 de I'exon 11, 6 patients avec une mutation au niveau
des codons 918 ou 883 et 11 avec une mutation de locus peu décrits (codons 531,
533, 618, 620, 781, 891...) ;
- 72 correspondent a des cas sporadiques, dont 20 tumeurs présentant une mutation
du spectre RAS, 48 une mutation RET (dont 36 variants p.Met?18Thr) et seulement 4
tumeurs de génotype apparement sauvage pour ces oncogénes (correspondant
a la tumeur non-mutée de la cohorte.
Les 4 tumeurs de génotype RET/RAS sauvage n'ont pu étre plus amplement étudiées,
faute de matériel disponible. Une d’entre elles (seule tumeur sauvage de la cohorte de
patients tfraités par ITK) présente une suspicion de délétion au niveau de I'exon 11 du géne

RET, & un taux d'observation et un score qualité trop faibles pour étre retenue.

CMT familiaux CMT sporadiques
(n=28] (n=72)

RET ATA-A RET 2‘;;‘“'[’ ni RET, ni RAS
40% e 6%
n=6
n=11 n=4 \

KRAS
8%
RET ATA-B/C oo
:gﬁ HRAS RET ATA-B/C

19% 17%
n=14 n=12

RET ATA-D
50%
n=36

FIGURE 18 : REPARTITION DES MUTATIONS ONCOGENIQUES MAJEURES RETROUVEES DANS NOTRE
COHORTE DE CMT
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L’analsye de cette importante cohorte au regard de critéres d'agressivité tels que I'age
au diagnostic ou le stade d’extension anatomique (classification TNM) confirme I'impact

phénotypique des mutations RET et RAS dans le développement du CMT (Figure 19).

Dans le cas des CMT héréditaires - dont I'histoire familiale permet I'établisssement d’un
diagnostic précoce (dge moyen = 38 ans dans nofre collection) - les phénotypes les plus
agressifs sont observés chez les patients porteurs d'une mutation RET de risque ATA-D
(codons 918 ou 883 — syndrome familial NEM2b). Pour cette sous-population, I'Gge
d'apparition des symptébmes pathognomoniques est estimé a 30 ans (contre 49 ans pour

le groupe ATA-A) , et tous les cas sont d’emblée invasifs.

Les CMT sporadiques sont découverts plus tardivement (49 ans en moyenne). Les cas les
plus invasifs sont observés parmiles patients porteurs d'une mutation somatique RET, quelle
que soit sa classification. Les CMT porteurs d'une mutation RAS semblent présenter des

caractéristiques cliniques d'agressivité semblables aux fumeurs non mutées RET ou RAS.

En conclusion, nous avons confirmé la présence de mutations oncogéniques RAS dans la
quasi-totalité des tumeurs CMT non mutées pour RET. Ces variants paraissent mutuellement
exclusifs, et constituent les 2 événements oncogéniques précoces majeurs du CMT.
Contrairement a d'autres types tumoraux, et bien que peu de couples tumeur
primitive/métastase aient été étudiés, I'hétérogénéité moléculaire intra- et inter-tumorale
semble donc restreinte dans cette pathologie et met en lumiére des caractéristiques de
réponse aux traitements distinctes. Cet argument permet d'imaginer des projets
thérapeutiques ciblés utilisant, en sus des ITK en cours d'essai, des molécules capables
d’inhiber RAS ou les voies en aval de RAS, comme les inhibiteurs de BRAF, de MEK ou

encore de mTOR.

Enfin, nous devons préciser que si l'implication de ces oncogénes dans le développement
tumoral est maintenant confirmé (les modeéles murins sur-exprimant HRAS développent
spontanément un CMT), ceux-ci n’expliquent pas la variabilité phénotypique inter-

tumorale observée.
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FIGURE 19 : IMPACT PHENOTYPIQUE DES MUTATIONS RET ET RAS DANS NOTRE COHORTE DE CMT
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3.3. ANALYSE DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES DES CMT

3.3.1. Etat des connaissances : altérations chromosomiques

connues

Comparativement a d'autres types de tumeurs telles que les cancers colorectaux, les
autres tumeurs épithéliales ou encore les cancers héréditaires impliquant un défaut de
réparation de I'ADN, I'instabilité chromosomique parait réduite dans les CMT. En régle
générale, peu d'anomalies de grande ampleur y sont détectées et leur sensibilité au

niveau des sites fragiles et/ou aux agents clastogenes est limitée.

Les premiers caryotypes ont été établis en 1981 sur des ftumeurs d'origine familiale (NEM2A
et NEM2B). lls ont montré une prépondérance d'aberrations de type dicentries ou
acentries, ainsi qu'une présence en nombre important de margueurs chromosomiques
(fragments génomiques non identifiables) (Hsu et al., 1981). Selon Wurster-Hill et al., le
nombre modal de chromosomes dans le CMT est compris entre 42 et 44, correspondant a
un profil de type hypodiploide (Wurster-Hill et al., 1986)(Wurster-Hill et al., 1990). Les
caryotypes des tumeurs primitives et des métastases associées sont tres ressemblants,
suggérant une apparition précoce des anomalies chromosomiques dans le processus
oncogénique. En 1987 déja, (Mathew et al., 1987) décrit 2 anomalies majeures précoces
dans le CMT : la licison génétiqgue de marqueurs polymorphes situés en région
cenfromérique du chromosome 10 (locus ayant permis le clonage ultérieur du gene RET)

et la délétion distale du bras court du chromosome 1 (point de cassure décrit en 1p32).

Les études par CGH (Comparative Genomic Hybridization) précisent que ces anomalies
quantitatives consistent essentiellement en des pertes alléliques (pertes d’hétérozygotie)
au niveau des bras Ip, 39, 49, 7q (7936.1), 13q (13q12.11), 19p (19p13.3) et 22q, et sont
retrouvées indifférement dans les formes héréditaires et sporadiques de CMT (Mulligan et
al., 1993a)(Frisk et al., 2001)(Marsh et al., 2003). Une délétion en 11923.3 serait associée
spécifiguement aux formes non mutées pour RET (Ye et al., 2008). Une microdélétion (ou
délétion-minute) du bras court du chromosome 20 (en 20p12.2) a longtemps été discutée
mais n'a été que tres rarement confimée (Goodfellow et al., 1985)(Le Coniat et al.,
1987)(Butler et al., 1987). Des gains en 19q, 19p et 11q seraient observés dans les CMT
sporadiques (Frisk et al., 2001)(Marsh et al., 2003).

Tres récemment, une étude par CGH-array frés résolutive et réalisée sur une large

collection de tissus (52 tumeurs primitives, 10 métastases et 5 lignées cellulaires) a confirmé
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I'’ensemble de ces descriptions, notant en revanche une plus large proportion de gains
dans les tissus métastatiques (au niveau des chromosomes 6, 7, 15, 16 et 19) (Flicker et al.,
2012).

Enfin, de rares translocations équilibrées, uniques et clonales ont été décrites dans la
littérature, faisant intervenir les chromosomes 3/7, 17/22, 9/12 et 10/16 (Scappaticci et al.,
1992).

Un travail antérieur de notre équipe, réalisé sur 21 échantillons prélevés sur des souris
porteuses d'une mutation germinale RET34 (8 hyperplasies, 12 carcinomes, 1 métastase)
et consistant en une analyse par puce CGH, a montré que des aberrations
chromosomiques étaient présentent des le stade hyperplasique précoce. Ces anomalies
concernent les chromosomes murins entiers 1, 4 et 5. La perte d'une partie terminale du
chromosome 4 murin (région strictement synténique au locus 1p31 & 1p36 chez I'Homme
— Figure 20) est observée dans la totalité des tissus. Le nombre de délétions augmente
avec la progression tumorale, et le tissu métastatique est le seul d présenter des gains de

matériel (au niveau des chromosomes 7, 10, 11, 15 et 19) (données non publiées).

CHROMOSOME 1 CHROMOSOME 4 CHROMOSOME 5
Pay1 S 7a21
Oprk1 8qi1 -
2 Lbe Aeln*® = 7922
6q12-14 =
Coigal *&q En2 =793
Col3at 2q31-q32 Tyms * 18p11
Fgird l-ﬁpﬂi
Xpg * 13g32933
-
Crab1 2 kL -
e e Gdpr apis
Nramp* 2q35 g
" n Kit* 4q12
Pax3 2q36 ws1 Csnb - 4
Ve - 4p16-p21
Col6a3 2q37 Faf5* * 4p21
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Pam * 5q14-q21 ?d'eln' 3 } P""%
Bei2 * 18521 Crybbi 3 22911-q1
Eni 2q13-g21
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FIGURE 20 : CHROMOSOMES PERDUS DANS LE MODELE DE CMT MURIN RETé34
Modifié de (Carver and Stubbs, 1997)
La synténie au génome humain est représentée a droite de chacun des chromosomes.
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3.3.2. Travaux personnels
3.3.2.1. Objectifs

Au méme titre que les mutations somatiques ponctuelles, les anomalies chromosomiques
peuvent jouer un réle causal dans le processus oncogénique, par délétion de génes
suppresseur de tumeurs ou par amplification d’oncogénes. A contrario, celles-ci peuvent
éfre secondaires, conséquences d'une altération du processus mitotique (lors de la
ségrégation anaphasique ou de la disjonction en cellules-filles) ou de maintien du génome
(contréle du cycle cellulaire, réparation des cassures). Dans ce cas, les points de cassures
permettent la mise en lumiére de régions chromatiniennes actives (en cours de
transcription) spécifiques au type cellulaire étudié.

Concernant le CMT, ces anomalies semblent impacter des locus de grande ampleur
(chromosomes ou bras entiers), apparditre de maniere précoce, n'étre pas liées a un
processus d'instabilité chromosomique global (seuls quelques chromosomes sont
concernés), étre identiques entre le site primitif et les métastases a distance et étre stables
au cours des divisions. Ces criteres nous orientent donc préférentiellement vers un role

causal de ces anomalies.

Trés peu d'études ont tenté d'établir un lien entre les variations de nombre de copies et
les criteres diagnostiques et pronostiques du CMT, comme par exemple les mutations
ponctuelles RET/RAS et le pouvoir métastatiqgue évalué par la classification TNM. La
démocratisation des techniques de puces CGH et la mise a notre disposition d'une
importante collection de tumeurs congelées (permettant I'extraction d’ADN integre
nécessaire a cette méthode), nous ont permis d'établir le profil chromosomique d'une

large cohorte de CMT, pour lesquels nous disposions d’'informations cliniques complétes.

Ainsi, les objectifs de cette étude étaient de vérifier les types, les spécificités et les
fréquences d’'apparition des anomalies chromosomiques a partir d'un grand nombre
d’échantillons, et de définir des locus d'intérét permettant une meilleure compréhension

de I'oncogenése du CMT.

3.3.2.2. Matériel et méthodes

Dans un premier temps, 5 tumeurs provenant de cas familiaux mutés RETé34 (1 homme, 4
femmes - >90% de cellules tumorales) ont été analysées sur la plateforme de I'Unité de

Génomique Fonctionnelle de I'Institut Gustave Roussy (plateforme Agilent Technologies,
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puces Human Genome CGH microarray 44K). Pour 2 de ces tumeurs, le tissu normal
contre-latéral a été utilisé comme référence. Les 3 autres échantillons ont été appariés a

des standards humains commerciaux de méme sexe.

Par la suite et dans le cadre d’'une collaboration internationale de grande ampleur (plus
de 100 tumeurs analysées au total, réunissant des échantillons provenant de I'Université
de Washington, du National Institute of Health américain et de I'Institut Gustave Roussy),
29 tumeurs primitives ont été analysées sur le méme type de plateforme. Parmi ces
tumeurs, 5 correspondaient d des carcinomes d'origine familiale et 24 étaient des cas
sporadiques. 9 tumeurs étaient strictement localisées a la glande thyroide, et 20
présentaient une dissémination ganglionnaire, dont 6 au moins avec des métastases
tissulaires avérées. 9 tumeurs portaient une mutation dominante RAS, 19 une mutation RET
(dont 13 mutations appartenant au groupe da haut risque ATA-D). Une seule tumeur

semblait exempte de mutations RET/RAS.

3.3.2.3. Résultats
< Tumeurs de type NEM2a

Une perte d’hétérozygotie d'une partie ou de la totalité du bras court du chromosome 1 a
été observée dans 4/5 tumeurs familiales mutées RET34, Cette trés grande région (>91Mb)
est comprise entre les bandes cytogénétiques p36.13 et p13.3 (position chr1:19010985-
110464710 — génome de référence GRCh37/hg19), entre les genes PAX7 et CSF1. 2/4
tumeurs de génotype initialement féminin (X,X) ont perdu un chromosome X entier.
D'autres anomalies telles que les larges délétions 3q, 4, 7p, 7g et 10g ou les gains de

chromosomes entiers 6, 8, 17, 18 et 20 semblent étre plus sporadiques (Figure 21).

2 3 4 H B 7 E] 9 10 11 1z 13 4 115 1o 17 1§ [1elzoizrfzz X ¥
| E: Femme - RET C634S - CMT in situ

Msart Femme - RET C6345 - locallement invasif

W4T Homme - RET C634Y - locallement invasif

[Mozst Femme - RET C634Y - locallement invasif
WessT Femme - RET C634R - métastatique

FIGURE 21 : DIAGRAMME DU NOMBRE DE COPIES CHROMOSOMIQUES OBSERVEES PAR CGH DANS
5 TUMEURS PRIMITIVES HEREDITAIRES MUTEES EN RETé34
Diagramme non cumulatif. Comparaison d un standard de méme sexe, apres
normalisation sur la ploidie globale.
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% Cohorte non sélectionnée de tumeur

L'analyse de la cohorte de 29 CMT révele des anomalies de grande ampleur de type
délétions au niveau du bras court du chromosome 1 (34% des cas), du bras long du
chromosome 22 (31%) et la perte du chromosome 4 entier (14%). Ces pertes ne semblent
pas étre spécifiquement reliées aux caractéristiques cliniques telles que le sexe, le mode
de transmission du CMT, la mutation somatique majeure RET/RAS ou le pouvoir
métastatique de la tumeur. La perte du chromosome 4 est toujours observée en cas de
délétion 1p, alors que la perte 22g semble étre indépendante.

Enrevanche et comme cela avait été décrit dans les modeles murins, les gains de matériel
ne sont observés que dans les tumeurs les plus agressives, pour lesquelles une métastase
a distance a été retrouvée de maniere certaine. Il s’agit, dans la majorité des cas, d'un
gain du bras long du chromosome 1 ou des chromosomes entiers 6, 7, 8 et 16 (Figure 22).
Dans cefte étude, aucune conclusion ne peut étre apportée concernant les

chromosomes sexuels.

3.3.2.1. Résultats complémentaires

L'analyse des lignées cellulaires TT et MZ-CRC1 par séquencage de nouvelle génération
de type exome-entier a permis |'élaboration de leurs cartes chromosomiques, par

quantification (profondeurs de lecture) des marqueurs localisés sur la totalité du génome.

Pour rappel, la caractérisation initiale de la lignée TT réalisée sur des passages précoces
par (Leong et al., 1981) avait rapporté des cellules hypodiploides (nombre modal 37-44)
présentant un caryotype relativement stable, avec des délétions distales de
chromosomes impliquant les points de cassures suivants : 1p3é, 3p12, 5q33, 7g22- 7931,
8q24, 9pI3, 1025, 11pI3, 12pI3 et 20q13. Apres xénogreffe sur souris immunodéficiente, la
population cellulaire se scinde en 2 clones distincts, présentant respectivement des
nombres modaux de 37-44 et 78-80. Cette hyperploidie secondaire sercait la résultante
d'une endoréplication (ou endomitose), mécanisme de conservation de I'intégrité du
génome engendré par I'accumulation de pertes chromosomiques.

Selon (Cooley et al., 1995), la lignée MZ-CRC1 présenterait un nombre modal de 64-82,
stable au cours des passages. Les principales anomalies structurales (pertes
essentiellement) se situent au niveau des chromosomes 1p, 2p, ép, 79, 8q, 9p 10p, 11p,
19q et 21q.
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Lors de notre analyse, nous avons retrouvé (Figure 23):
- pourlalignée TT a des passages tardifs : les délétions 1p, 3p, 4p distal, 5q distal, 8p
et 9 entier ainsi que les gains 1q, 3qg partiel, 5g distal, 8q et 12p distal ;
- pour la lignée MZ-CRC1 (nombre de passages inconnu) : les délétions 1p partiel,

2p distal, 3 entier, 6q partiel, 9 partiel, 13 entier et 22 entier.

cellules TT —%

cellules MZ-CRC1 - —-

1 2 3 6 7 8|9 |10(11 12 |13 1415151718|20 I XY

1 1
192122

FIGURE 23 : DIAGRAMME DU NOMBRE DE COPIES CHROMOSOMIQUES OBSERVEES PAR NGS DANS
LES MODELES CELLULAIRES TT ET MZ-CRC1

3.3.3. Discussion

Ainsi, nous avons obtenu le profil chromosomique de 34 tumeurs primitives et de 2 lignées
cellulaires issues de tumeurs humaines. Nous avons retrouvé les pertes d'hétérozygoties
décrites par (Mulligan et al., 1993a), et dans des proportions similaires : -1p (34%), -11p (7%),
-13q (10%), -17p (7%) et -22q (31%) (Table 7). Seule la délétion du chromosome 3 n'a pas
eté retrouvee.

Chez 'Homme, les anomalies redondantes précoces et spécifiques semblent donc se
restreindre d la perte du bras court du chromosome 1 et au bras long du chromosome 22.

Une co-délétion 1p-4 est observée dans 14% des cas.

Les amplifications/gains présentés par les tumeurs a haut risque semblent apparaitre de
maniéere plus aléatoire et peuvent étre attribués d un phénoméne d'instabilité globale.
Parmi les locus concernés, nous distinguons les fragments 1p, 7g et 8q ; frequemment
amplifiés dans les cancers de tous types. Hormis cette caractéristique, aucune autre
anomalie chromosomique ne peut étre reliée aux criteres cliniques en notre possession
(stafut mutationnel ponctuel RET/RAS, fransmission familiale, sexe, classification

histologique TNM).
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Méthode Conclusions Références
dicentries, acentries et marqueurs chromosomigues Hsu et al., 1981
Caryotype n=(42-44) Waurster-Hill et al., 1986
association des anomalies en 10 et perte 1p32-pter Mathew et al., 1987
Mulligan et al., 1993
-1p, -3q, -44q, -7q, -13q, -19p, -22q, +19q, +19p, +11q Frisk et al., 2001
4CGH Marsh et al., 2003
(souris) -1, -4, -5, +7, +10, +11, +15, +19 Ameur {non publig, 2008)
-1p {1p36.13 & 1p35.1 - 34%), -11p (7%), -13q (10%), -17p (7%) et -22q (31%) | Boichard (non publig, 2014)
gains associés aux métastases Flicker et al., 2002

TABLE 7 : ANOMALIES CHROMOSOMIQUES ET CMT — REVUE DE LA LITTERATURE ET SITUATION DU
TRAVAIL

< Monosomie 22

Le chromosome 22 est le plus petit chromosome humain. Acrocentrique, son bras court
ne contient aucune ségquence codante et est donc souvent omis des analyses. Une perte
du bras long entier peut donc étre assimilée d une monosomie de ce dernier.

Si des délétions partielles du chromosome 22 sont retrouvées dans un grand nombre de
cancers (pertes distales ou télomériques essentiellement), la perte complete de ce dernier
reste un événement peu fréquent en pathologie moléculaire et semble spécifique aux
tumeurs d'origine neurale.

Dans la neurofibromatose de type 2, la monosomie 22 est comparable aux autres
altérations impliquant le géne NF2 (localisé en 22912.2), sans nécessité de mutation
ponctuelle de celui-ci (Seizinger et al., 1986). Cette anomalie est également retrouvée dans
les méningiomes isolés et les schwannomes (Zang and Singer, 1967)(Seizinger et al.,
1987)(Bijlsma et al., 1992).

Plus d'un fiers des astrocytomes et des glioblastomes seraient porteurs d’'une perte
compléete ou partielle du chromosome 22 (Hartmann et al., 2004)(Ino et al., 1999). Dans ces
tumeurs, la plus petite région délétée est comprise entre les marqueurs polymorphiques
D22S5280 (22912.3 - genes SYN3/TIMP3) et D225282 (22913.31 —gene MPPED 1) et comprend
—entre autres - les genes MN 1, MB, DMC 1, PDGFB et MKL1. Cette région est distincte de la
région télomérique impliquée dans les cancers du sein et des ovaires (Castells et al., 2000).
Enfin, en 22g11.21 (région centromérique) se situe un locus de cassure bien défini : le gene
BCR (Breakpoint Cluster Region), impliqué dans la franslocation équiliorée t(9 ;22) des

leucémies myéloides chroniques (chromosome Philadelphie).

Dans notre cohorte, la perte du chromosome 22 est retrouvée dans 38% et de maniere

isolée dans pres de 10% des cas. Dans la collection présentée ici, cette délétion n’est
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observée que dans les cas sporadiques. A ce jour, aucun mécanisme expliquant cette
délétion précoce n'a été énoncé. Le chromosome 22 n'étant composé que de courts
blocs de correspondance synténique avec la souris (bandes cytogénétiques 16B, 10C, 5F,
11A et 15E), nous ne pouvons établir de lien avec les résultats obtenus dans le modele
murins RETé34 (Figure 24). La délétion du chromosome 22 dans les carcinomes médullaires
de la thyroide avait précédemment été rapportée par plusieurs auteurs, décrivant des
proportions allant de 5% (étude réalisée sur des CMT familiaux uniquement) a 36% des
tumeurs (Khosla et al., 1991)(Tanaka et al., 1992)(Mulligan et al., 1993a)(Marsh et al., 2003).
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FIGURE 24 : SYNTENIE DU CHROMOSOME 22 HUMAIN ET DE SES HOMOLOGUES MURINS

< Délétion 1p

La délétion du bras court du chromosome 1 est un événement somatique tumoral
fréquent. Il est retrouvé dans certaines tumeurs épithéliales (thyroide, colorectum, sein, col
de [I'utérus), dans les tumeurs lymphoides (leucémies myéloides, lymphomes non-
Hodgkinien) et également dans les tumeurs neuro-associées (phéochromocytomes,

neuroblastomes, méningiomes, oligodendrogliomes et autres gliomes).

Dans les neuroblastomes, un locus de délétion commun d un grand nombre de tumeur a
été défini en 1p36.3 (région télomérique), qui est alors devenu un ‘hotspot’ d'intérét pour
la découverte de nouveaux genes suppresseurs de tumeurs (Bagchi and Mills, 2008) (White
et al., 2005). Cette anomalie serait préférentiellement associée a I'amplification de MYCN
(en 2p24.3) et est considérée comme un marqueur pronostique des neuroblastomes &
haut risque (Fong et al., 1989). Elle n'est pas reliée au mécanisme d'empreinte parentale,

les alleles d'origine paternelle ou maternelle étant indifféremment perdus (Hogarty et al.,
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2002). Elle engendre une perte de fonction de CHD5 (Chromodomain Helicase DNA-
binding protein 5 - en 1p36.31), protéine remodelante de la chromatine spécifiquement
requise pour la neurogenese (Fujita et al., 2008)(Thompson et al., 2003) (Koyama et al., 2012).
CHD5 médie, via les protéines Polycomb, I'expression du locus INK4/Arf (ou CDKN2A -
situé surle chromosome 9). La perte de CHDS5 entraine alors une diminution de I'activation

des voies p16NK4/Rb et p19AT/p53, régulatrices du cycle cellulaire.

La délétion du locus 1p36 peut également étre observée au niveau germinal (il s'agit de
la perte chromosomique partielle congénitale la plus fréquente). Elle entraine le syndrome
de délétion 1p36, caractérisé par un fort retard de croissance, une déficience
intellectuelle modérée a sévere possiblement associée d des malformations cérébrales,
une hypotonie, des dysmorphies et malformations diverses ainsi qu'une susceptibilité
accrue aux néoplasies (neuroblastomes, mélanomes, cancers épithéliaux et lymphomes).
Cette symptomatologie differe en fonction du point de cassure, toujours situé entre les
bandes 1p36.13 et 1p36.33.

Dans les phéochromocytomes (qu'ils soient associés ou non a un syndrome familial
NEM?2a), la perte du bras court du chromosome 1 peut étre compléte ou partielle. Les cas
de délétions partielles mettent en lumiere 3 régions consensus de délétion : le locus
télomérique 1p36 (génes HES2-5, CCNL2, TP73, CHDS5, CASP9, EPHA2, SDHB, PAX7 et NBL1
entfre autres), une région proximale avec un point de cassure commun en 1p32.3
(CDKN2C, PCSK9) et la région centromérique 1cen-1p13 (géenes VAV3, PTPN22, NRAS,
TSHB, NGF, NHLH2, TTF-2, REG4, NOTCH?Z2) (Aarts et al., 2006)(Benn et al., 2000). A l'instar de
ce que nous observons dans le CMT, celles-ci sont possiblement accompagnées de pertes

du chromosome 22 (Shin et al., 1993).

L'analyse de nofre cohorte de CMT confirme la perte d’hétérozygotie partielle du
chromosome 1. Si cette observation a quelques fois été décrite dans la littérature (elle
concernerait, selon les auteurs, entre 10 et 40% des CMT) (Yang et al., 1990b)(Khosla et al.,
1991)(Kubo et al., 1991)(Mulligan et al., 1993a)(Moley et al., 1992)(Marsh et al., 2003) , les points
et le nombre de cassures impliqués n'ont jamais été précisément définis.

La comparaison des résultats obtenus par puce CGH entre notre modéele de progression
tumorale murin (hyperplasies et CMT issus de souris RET¢34) et des tumeurs humaines
présentant la méme anomalie RET permet de définir un locus commun de délétion. En
effet, le chromosome murin 4 et la partie distale du bras court du chromosome humain 1
présentent une trés forte homologie de séquence. La superposition du locus délété chez

I'Homme (chr1:19010985-110464710) G celui perdu deés les stades précoces de la
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tumorigenese murine (chr4 : 128884140-148626996 — référence GRCm38/mm10) rapporte
une région d'intérét de 15Mb, comprise entre les genes PAX7 et TRIMé2 (chr1:19010985-
33647671) et correspondant aux bandes 1p36.13 a 1p35.1. Cette région ne comprend pas
la séquence CHDS5, mais révele un grand nombre d’'autres génes d'intéréts, tels que
HDACI, BAI3, NBL1, CDA, PINK1, SH2D5, NBPF3, CDC42, WNT4, EPHAS8, FGR, EPHB2, E2F2,
GRHL3, RUNX3 et TRNP1 (Figure 26).

Il faut pourtant souligner que la perte distale 1036 ne parait pas systématique (exemple
des cellules MZ-CRC1). Comme dans les phéochromocytomes, il existerait dans ce type
de tumeurs au moins 2 régions de délétions distinctes, impliquant les régions distale (Yang

et al., 1990b) et centromérique (Marsh et al., 2003).

Nous remarguons que dans certaines fumeurs, le chromosome 1 est dichotomisé : le bras
court et le centrosome sont délétés alors que le reste du chromosome est amplifié. La
région de cassure, frés comparable entre les tumeurs, concerne une bande de 22kb
(chr1:145104076-145125198) localisée au niveau des genes SEC22B et NBPF9
(Neuroblastoma BreakPoint Family member 9). Le méme point de cassure a été observé
dans la lignée TT, mais la méthode utilisée ne permet pas une analyse fine de la région
cenfromérique (technique NGS basée sur I'étude des parties codantes uniquement). Dans
ce cas, le premier locus apparaissant amplifié sur le bras long du chromosome 1 est le
gene PDE4DIP (alias CDK5-regulatory subunit associated protein), situé dans les régions
non codantes de NBPF9, & 200kb du géne SEC22B.

Les génes NBPF, dupliqués de nombreuses fois sur le chromosome 1 (plus de 20 paralogues
situés en 1p36.12-13, 1p13.3 et 1921 (Vandepoele et al., 2005)) ne présentent pas
d'orthologues dans le génome murin. lls seraient apparus tardivement au cours de
I'évolution - leur fonction demeurant inconnue - et seraient impliqués dans le
développement cérébral des primates, ce qui pourrait expliquer I'absence d'observation
similaire chez la souris. Le premier membre de cette famille découvert est NBPFI, situé en
1p36.13 et nommé ainsi en raison de sa localisation au niveau d'un site de cassure

commun A de hombreux neuroblastomes.

Notons que la délétion 1p fréquement rencontrée conduit & une perte allélique de NRAS
(situé en 1p13.2), paralogue de KRAS et HRAS dont nous ne connaissons pas les
conséguences pour le moment. Il a été montré qu'une perte de NRAS additionnelle a la
perte de fonction de RB1 (pRB - protéine du rétinoblastome) induit, dans des cellules de
CMT, une augmentation de leur pouvoir métastatique (Takahashi and Ewen, 2006)
(Takahashi et al., 2006).
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FIGURE 25 : SYNTENIE DU CHROMOSOME 1 HUMAIN ET DE SES HOMOLOGUES MURINS

% Co-délétion 1p/4

Enfin, si une codélétion 1p-19g a été clairement documentée dans les gliomes
(oligodendrogliomes essentiellement) (Perry et al., 2003)(Weller et al., 2007), il n'existe en
revanche, d notre connaissance, aucune description de codélétion 1p-4 dans d'autres
types tumoraux. Cette dernieére semble donc tres spécifique au CMT.

La délétion du chromosome 4 entier isolée est un événement tres rare, décrit dans des
cancers du col utérin (Narayan et al, 2009) et des cancers du sein hypodiploides
présentant une amplification du géne de la cycline D1 (Tanner et al, 1998). Le
chromosome 4 n'est pas soumis a I'empreinte parentale (mécanisme régulateur pouvant
expliquer la perte de chromosomes entiers) et n’est pas spécifiquement impliqué dans des
anomalies de disjonction mitotique. Selon Marsh et al., une monosomie 4 s'observerait
dans 18% des CMT (Marsh et al., 2003), donnée similaire & ce que nous avons obtenu dans

cette étude (4/29 tumeurs)

En conclusion, nous avons établi le profil chromosomique de 34 tumeurs, et avons observé
une forte proportion de tissus présentant une perte du bras court du chromosome 1. Cette
région comprend de trés nombreux génes d'intérét, codant pour des effecteurs des voies
de transduction et de régulateurs du cycle cellulaire. Elle est également trés fortement
conservée, et la synténie Homme/souris révéle de grands fragments d’homologie,
suggérant des locus chromatiniens structuraux et fonctionnels d'importance.

A I'heure actuelle, il n'existe aucune étude des mécanismes additionnels d'inactivation

des génes situés au niveau des locus d'intérét ainsi définis dans les tumeurs de type CMT.
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Génomique fonctionnelle des CMT

4.1. INTRODUCTION

4.1.1. Génome, synthese protéique et ARN non-codants

La génomique est une discipline biologique qui, par I'analyse globale du génome d'un
organisme ou d'une cellule, tente d’'en définir le fonctionnement. Il existe deux approches
complémentaires d’analyse du génome :

- La génomique structurale, qui vise & définir I'architecture et I'organisation du
génome. Il s'agit d'une observation qudlitative de celui-ci et les anomalies
recherchées sont toujours définies par comparaison a une référence.

- La génomique fonctionnelle, qui étudie le réle du génome et de ses produits dans
les processus biologiques, et notamment comment les régulations d'expression
déterminent la destinée d’'une cellule ou d'un organisme. Il s’agit d’'une notion
quantitative ou semi-quantitative, a un instant donné et possiblement comparable

entre les observations.

% RELATION STRUCTURE-FONCTION DU GENOME

Un gene est défini comme une entité d’ADN présente dans toutes les cellules de
I'organisme et permettant la synthése d’une protéine, par franscription nucléaire d'un ARN
messager (ARNm) puis maturation et fraduction cytoplasmiques de celui-ci. Les parties du
génome non Uutilisées pour la production de polypeptides ont été, pendant tres
longtemps, considérées comme de I'ADN « inutile » (junk-DNA) (Ohno, 1972). La mise en
lumiere d'un réle régulateur des régions intergéniques et la découverte d’'ARN intervenant
dans la régulation des fonctions cellulaires sans jamais étre traduits en protéines ont rendu
cette notion obsolete (Davidson et al., 1977).

Au début des années 2000, les développements technologiques en matiére de biologie
moléculaire ont permis de mesurer I'importance et la diversité - en termes de structure, de
localisation et de fonction - de ces ARN (Mattick, 2001). Débuté en 2003, un projet
international visant & définir la totalité des séquences codantes contenues dans le
génome humain (projet ENCODE - ENcyclopedia Of DNA Elements), a démontré que le
terme d’ADN « poubelle » était trés mal a propos : en effet, plus de 80% du génome serait
doté d’une fonction biochimique (ENCODE Project Consortium et al., 2007). Ainsi, le génome
humain présenterait plus de 65000 unités de franscription, dont moins d'un tiers coderait in
fine pour une protéine (Wright et al., 2001) (Consortium, 2004), les autres transcrits formant le

super-famille des ARN non-codants.
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% FAMILLES D’ARN NON-CODANTS

Différents types d’ARN non-codants endogenes ont été décrits (Figure 27). Les plus

communs sont :

- Les ARN ribosomiques (ARNTr) ou ribozymes, constituants principaux des ribosomes
(McCarthy and Aronson, 1961) et dotés d'une activité catalytique (Kruger et al., 1982)
(Guerrier-Takada et al., 1983) ;

- Les ARN de transfert (ARNt), utilisés au cours de la fraduction par les ribosomes. lls
jouent le réle d'adaptateurs entre linformation génétique nucléotidique et les
acides aminés protéiques (Holley et al., 1965) ;

- Les petits ARN nucléaires (snARN), contenus dans les splicéosomes et catalysant
I'épissage des ARN messagers ; ainsi que les petits ARN nucléolaires (snoARN),
entfrant en jeu lors de la maturation des ARN ribosomiques (Kiss, 2002) (Matera et al.,
2007) ;

- Les ARN interagissant avec les protéines piwi (ARNpi) blogquant I'activité des
transposons et des rétroélements endogenes (Girard et al., 2006) et les longs ARN
non codants (IncARN), de fonction encore malconnue (Derrien et al., 2012).

- Et enfin les microARN (miARN ou miR), permettant la régulation de I'expression
génique par complémentarité aux ARNm. Ces derniers faisant I'objet de ce travail

seront décrits plus en détails dans le chapitre suivant.,
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FIGURE 27 : LES DIFFERENTES CLASSES D'ARN ET LEURS IMPLICATIONS FONCTIONNELLES
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4.1.2. Spécificités des microARN

Les microARN sont des petits ARN non codants endogénes d'une vingtaine de nucléotides,
capables d'inhiber - par appariement complet ou partiel - un ARNmM apres sa transcription.
Ces petits acides nucléiques semblent jouer un réle physiologique majeur, d'une part
puisqu'ils seraient impliqués dans quasiment tous les processus cellulaires (Janga and
Vallabhaneni, 2011); et d'autre part puisqu’ils semblent frés bien conservés entre especes
(Landgraf et al., 2007). La mise en lumiére récente de ces petits ARN apporte un niveau de
complexité supplémentaire a la compréhension de la régulation de I'expression génique
et leur découverte constitue une des grandes avancées scientifiques de cette derniere

décennie.

Chez I'Homme, on dénombre plus de 1872 séquences précurseurs de microARN au
niveau du génome (selon la base de données miRbase au ler juillet 2013 -
http://mirbase.org/) et on estime a plus de 30% la proportion des transcrits pouvant étre
régulés par appariement complet avec un microARN (Lewis et al., 2005). Cette proportion
de cibles putatives est tres largement sous-estimée, puisqu'il est aujourd’hui démontré que

les microARN agissent majoritairement par complémentarité imparfaite avec leur cible.

% DECOUVERTE DES MICROARN

Les microARN ont été découverts par une équipe américaine qui, des les années 80, avait
montré que le produit du gene lin-4 du nématode Caenorhabditis elegans régule
négativement I'expression de la protéine LIN-14, facteur essentiel de la phase L2 du
développement embryonnaire (Ambros, 1989). Quelques années plus tard, la méme
équipe démontra que le géne lin-4 ne code pas pour une protéine, mais pour 2 petits ARN
de 22 et de 61 nucléotides — nommés a I'époque respectivement lin-4S (Short) et lin-4L
(Long) (Lee et al., 1993).

La séquence nucléotidique de lin-4S, homologue & une partie de lin-4L, est également
partiellement complémentaire a la région 3' non traduite (région 3'-NTR) du franscrit LIN-
14, suggérant un mécanisme d'inhibition de type anfi-sens. Cette répression a été
considérée a I'épogue comme un phénomene rare et spécifique a C.elegans et lin-4S et

lin-4L ont clors été dénommés petits ARN temporels.

Ce n’est qu’en 2000 que I'existence de petits ARN temporels endogenes et récurrents fut
d nouveau évoquée. L'effet répresseur de lin-4 sur LIN-14 et sur LIN-28 a été confirmé, mais

également celui de let-7, de structure semblable & lin-4, et régulant quant a luiles transcrits
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LIN-14, LIN-28, LIN-41, LIN-42 et DAF-12 (Reinhart et al., 2000). Le terme de microARN a
finalement été proposé en 2001 par (Lee and Ambros, 2001).

Par la suite, I'observation de ce phénomeéne dans des especes appartenant a tous les
régnes biologiques, suggérant la conservation de ce mécanisme de régulation a fravers

I'évolution, en a souligné le réle fondamental.

% SYNTHESE ET EDITION DES MICROARN

Les microARN sont transcrits & partir de génes isolés, polycistroniques ou localisés dans les
infrons de génes codants (‘mirtrons’) (Kim and Kim, 2007).. Ces génes possédent un
promoteur qui leur est propre ou dépendent de la transcription et de I'épissage de leur
géne hote.

Dans tous les cas, ceux-ci sont transcrits par I' ARN polymérase |l (Lee et al., 2004) en une
longue structure tige-boucle primaire, le pri-microARN (Figure 28) qui subit par la suite une
maturation nucléaire via le complexe Microprocessor (composé de I'enzyme Drosha et
de son partenaire DGCRS8). Un précurseur pré-microARN de 70 nucléotides est libéré, pris
en charge via son extrémité 3' par I'exportine 5 (transporteur GTP-dépendant) et exporté
vers le cytoplasme. La ribonucléase Dicer clive le pré-microARN au niveau de sa boucle
et libére un ARN duplexe, recruté par la protéine Argonaute (Ago), constituant du
complexe catalytique RISC (RNA-Indued Silencing Complex). Le brin d’ARN posseédant la
plus faible stabilité thermodynamique est sélectionné via son extrémité 5', constituant la
forme active du microARN. L'autre brin est quant & luila plupart du temps dégradé (Figure
29). Il est a noter que dans certains cas, le brin-sceur du microARN d'intérét peut
également étre utilisé par la cellule, I'expression préférentielle de chacun des brins étant

spécifique du tissu étudié (Ro et al., 2007).

Dicer
RISC
RNase -~
NEH
pri-microARN pré-microARN microARN mature

FIGURE 28 : DES PRECURSEURS AUX MICROARN MATURES
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Au cours de leur maturation, les microARN peuvent subir un phénoméne d'édition,
correspondant d la modification post-transcriptionnelle de leurs nucléotides et conduisant
d une modification de leur action. lls pourraient également étre dégradés par des

exoribonucléases 3'-5', dont la nature demeure inconnue chez I'Homme.
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FIGURE 29 : SYNTHESE ET MECANISME D' ACTION DES MICROARN
D'apres (He and Hannon, 2004)

% FONCTION DES MICROARN

La régulation de la synthése protéique par les microARN fait intervenir plusieurs
mécanismes : I'inhibition des ARNm cibles dépend du respect de certaines modadalités
d'interaction nucléotidique d'une part, et de composition et de conformation du

complexe RISC d'autre part.
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Un microARN reconnait sa cible par complémentarité nucléotidique. Il se fixe de maniére
préférentielle au niveau de I'extrémité 3'-NTR d’un franscrit mature, mais peut également
se fixer sur toute la séquence de celui-ci (y compris en 5'-NTR).

Chez les Métazoaires, cet appariement est rarement parfait (contrairement aux plantes
chez lesquelles la complémentarité est totale), mais répond aux critéres suivants (Grimson
et al., 2007) (Figure 30) :

v la complémentarité doit étre totale pour les nucléotides 2 & 8 du microARN. Cette
région appelée noyau (ou seed) constitue I'élément principal et suffisant de
reconnaissance de I'ARNm. La présence d'un résidu A ou U en position 1 ou 9
augmente d’autant plus cette efficacité d’'inhibition (Lewis et al., 2005).

v La présence d'une boucle de misappariement au centre du microARN empéche
les clivages endonucléolytiques.

v Enfin, un appariement moins exigeant sur 4 ou 5 nucléotides en région 3’ du
microARN permet de stabiliser le complexe, voire de compenser un éventuel

mésappariement au niveau du noyau.

Ces modalités d'appariement conduisent a la possibilité, pour un méme microARN, de
réguler plusieurs centaines de transcrits différents.

L'efficacité de la répression exercée par un microARN sur une cible est influencée en
premier lieu par I'absence d’'obstacle a I'action catalytiqgue, comme par exemple un
encombrement protéique. La structure de I'ARNm en amont et en aval du site de fixation
(15 nucléotides) ou la présence d'un codon stop influence également I'action du
microARN (Sun et al., 2010).

Il est possible que les microARN ciblent un ARNm de maniere simultanée, menant a une
synergie d'action (4 condition que les sites de liaison respectent les distances décrites ci-

dessus).

=15 nucleotides Bulge
g B

1

‘Seed'
region

3" complernentarity

FIGURE 30 : MODALITES D'APPARIEMENT D'UN MICROARN SUR UNE CIBLE
D’apres (Filipowicz et al., 2008)
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L'activité catalytique des microARN est exercée par I'intermédiaire du complexe RISC,
composé d'une protéine Ago et d'une hélicase permettant de dissocier les ARN double
brin. Le type de protéine Ago confere au RISC sa spécificité d'action : une association
avec Ago2 posséde une activité endonucléolytique, alors qu'une association avec les
autres types d'Ago (1, 3 ou 4) confere une action d'inhibition sans dégradation de la cible
(Okamura et al., 2004) (Broderick et al., 2011) (Figure 29). Les fonctions des protéines Ago
sont également régulées par un jeu de modifications protéiques diverses (hydroxylation,

ubiguitination, phosphorylation...) (Meister, 2013).

Chez I'Homme, I'inhibition de la cible serait le mécanisme dominant. Elle se traduirait par
une modification de la stabilité des ARNm (déadénylation puis isolement dans les granules
de stress a ARN) (Leung et al., 2006), une inhibition de l'initiation de la traduction (par
compétition des complexes RISC et EIF4F au niveau de la coiffe méthylguanosine située
en 5’ de I'’ARNm) (Kiriakidou et al., 2007) (Ryu et al., 2013) ; ou encore un ralentissement de
I'élongation polypeptidique (par recrutement des protéines EIF6 ralentissant I'assemblage
des ribosomes et provoquant reldchement prématuré de ces derniers) (Maroney et al.,
2006) (Chendrimada et al., 2007). A I'heure actuelle, nous ne savons pas si ces régulations
ont lieu de maniére simultanée ou si elles sont spécifiques a la nature de chaque

microARN.

S'il est maintenant bien établi que les microARN jouent un réle de régulateurs négatifs de
la traduction, de récents fravaux semblent également montrer I'existence d'une
régulation positive sur certaines cibles. Nous citerons pour exemple I'action du microARN
miR-369-3 qui, par fixation en 3'-NTR du transcrit TNFa (Tumor Necrosis Factor Alpha),
recrute la protéine FXR1 et les polyribosomes qui lui sont associés, induisant une activation
de la traduction (Vasudevan et al., 2007) De plus, les microARN semblent également
impliqués dans les boucles de régulation complexes, et un microARN peut - par inhibition
d'un transcrit codant pour un facteur de modulation négatif de la transcription ou de la

fraduction — jouer un réle d’activateur indirect d'une cible secondaire (Tu et al., 2009).

En 1998, (Fire et al., 1998) ont montré que des particules d’ARN double brin exogénes
pouvaient inhiber, par un mécanisme de type catalytique et de facon spécifique, le
transcrit mature d'un gene donné. Ces tfravaux sont d la base du concept d'interférence
par I'ARN, qui n'est autre que I'application synthétique de I'action des microARN

endogenes.
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s NOMENCLATURE

Depuis leur révélation chez C.elegans, de nombreux microARN ont été découverts. Pour

éviter les redondances et I'attribution anarchique de noms d ces nouvelles molécules, une

nomenclature consensuelle a été proposée par (Ambros et al., 2003), respectant les

modalités suivantes :

v

L'assignation d’'un nom & un microARN n'a lieu qu'apres publication de sa
séguence confirmant expérimentalement son existence.

A I'exception des premiers microARN décrits (présentant les préfixes lin- et let-), le
nom d’'un microARN est toujours composé d'un préfixe mir- pour les précurseurs ou
miR- pour les formes matures ; suivi d'un nombre attribué de maniere séquentielle,
reflétant I'ordre de découverte de la molécule.

Les genes codant pour les microARN portent les mémes noms que ces derniers, en
conservant la codification conventionnelle relative & chaque organisme.

Pour plus de clarté ou lorsque le microARN est spécifique d'une espece donnée, |l
est possible d’ ajouter, en début de nom, un attribut d’espéce (hsa- pour H.sapiens,
cel- pour C.elegans, ebv- pour un microARN apporté par un génome viral...).Des
microARN orthologues portent le méme nombre principal, seul I'attribut d’espece
change.

Deux microARN provenant des bras opposés d’'un méme pré-microARN, portent
comme suffixe supplémentaire -5p et -3p (en fonction de I'extrémité 3’ ou 5’ du
précurseur dont ils sont issus). Lorsque les niveaux d'expression relative des 2 formes
de microARN sont connus, un astérisque remplace ce suffixe et indique le
microARN le plus faiblement exprimé. Cependant, cette nomenclature
dépendante du systeme biologique observé tend a étre abandonnée.

Des microARN présentant des séquences quasi-identiques porteront le méme nom,
suivi d’un suffixe leftré en minuscule.

Des pré-microARN issus de genes différents et donnant naissance aux méme

microARN matures seront suivis d'un second suffixe numéraire.

Les noms et séquences de tous les microARN décrits sont consultables en ligne sur la base

de données miRbase (http://microrna.sanger.ac.uk/) (Griffiths-Jones et al., 2006).
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4.1.3. Implication des microARN en cancérologie

4.1.3.1. Importance des microARN dans la maladie cancéreuse

La forte implication des microARN au cours du développement embryonnaire, de la
différenciation cellulaire ainsi que leur pleiotropisme avéré, ont naturellement et tres
rapidement poussé les scientifiques d les considérer comme des acteurs essentiels de
I'oncogeneése. Les microARN jouent effectivement un réle primordial dans divers processus
cellulaires et ils peuvent étre considérés — de par leurs propriétés intrinseques ou par
régulation indirecte - comme des oncogénes ou des suppresseurs de tumeurs a part
entiére (Figure 31). Notons que toutes les dérégulations des microARN ne sont pas
initiatrices de I'oncogenése : elles peuvent n'étre que la conséquence d’'événements en
amont. Ainsi, un microARN intronique pourra étre sur-exprimé par amplification de son

gene hote, et inversement, pourra paraitre sous-exprimé du fait d'une perte de matériel

génomique.
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FIGURE 31 : IMPLICATION DES MICROARN DANS LA PATHOLOGIE TUMORALE
Modifie de (Caldas and Brenton, 2005)

Les premiers ‘oncomirs’ (microARN impliqués dans I'oncogenese) ont été décrits dans les
leucémies lymphoides chroniques par 1I'équipe de Carlo Croce, en 2002. Il s’agit de mir-
15a et mir-16, encodés au niveau du méme cluster génomique en 13q14 (Calin et al., 2002)

et régulant la protéine anti-apoptotique BCL-2 (Cimmino et al., 2005).
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4.1.3.2. Potentiels d'utilisation des microARN en cancérologie

Depuis leur découverte, des déregulations de microARN ont été observées dans tous les
types de cancers. Les profils d’expression globaux des microARN permettent de distinguer
les types et sous-types tumoraux, en fonction de leur localisation fissulaire, de leur origine
embryologique ou encore de leur stade de différenciation. Le potentiel diagnostique des
microARN prend alors tout son sens, puisqu'il permet — de maniere comparable aux
signatures ARNm - d’affiner les classifications histologiques pré-existantes des tumeurs.

Les analyses a haut débit ont permis de remarquer, de par leur redondance, certains
microARN indicateurs de développement métastatique. Ceux-ci constituent la classe
empirique des ‘métastamir’ (Hurst et al., 2009), dont I'expression est directement corrélée
aux criteres cliniques pronostiques tels que la survie des patients ou la réponse aux
fraitements. Les microARN sont dorénavant considérés comme des marqueurs tissulaires

diagnostiques ou pronostiques des tumeurs.

Certains microARN ont été retrouvés au niveau circulant, dans le sérum, le plasma, I'urine,
la salive (Mitchell et al., 2008) (Gilad et al., 2008). Ces microARN semblent étre protégés de
I'activité des RNases endogenes et sont remarquablement stables dans les fluides
biologiques. IIs constituent des biomarqueurs spécifiques, sensibles et aisément accessibles
de certains états physiologiques ou pathologiques. Cette remarquable propriété les place

en position de choix pour la définition de nouveaux marqueurs tumoraux circulants.

Enfin, puisque les dérégulations des microARN sont & I'origine de nombreuses pathologies,
il est logique de penser que le rétablissement de leur expression normale pourrait étre une
méthode d’intervention thérapeutique adéquate, et notfamment en oncologie (Broderick
and Zamore, 2011).

L'utilisation d'oligonucléotides synthétiques capables d'inhiber spécifiqguement un
microARN sur-exprimé par complémentarité est, & premiére vue, un mode d'action
possible. Les drogues utilisées peuvent étre des acides nucléiques anti-sens bloqués au
niveau de leurs résidus riboses induisant une forte affinité pour leur cible (Lock Nucleic
Acids - LNA), ou des ARNm se synthése présentant une forte homologie de séquence avec
un transcrit endogéne et capables de lier de facon compétitive plusieurs microARN d’une
méme famille (éponges d microARN) (Stenvang et al., 2012). Pourtant, si I'utilisation d’ARN
interférents est désormais monnaie courante en expérimentation biologique, celle-ci se
révele de moindre efficacité lorsqu’on I'appliqgue au domaine des microARN dans un

organisme complexe. La multiplicité des ARNm régulés par les microARN au niveau
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cellulaire est responsable d'effets hors-cibles inter- et intra-cellulaires fréequents, et
I'utilisation de ces technologies a des fins thérapeutiques nécessite une amélioration de
la vectorisation, de la stabilité des acides nucléiques synthétiques, et du colt de
production de ces derniers.

Réciproguement, il est possible d'agir par sur-expression d’un microARN manquant dans
un systéme donné. Mais a I'instar de la stratégie précédente, la vectorisation de microARN
matures néosynthétiques conduit également a des effets hors-cibles. De plus, I'efficacité
fonctionnelle de cette approche reste frés en deca des attentes. Ce probléme est en
partie résolu lorsque Ia molécule vectorisée est un précurseur double brin, mettant en
lumiere des étapes de maturation intra-cellulaire indispensables et encore malconnues

des microARN.
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4.2. ETUDE DE L'EXPRESSION DES MICROARN DANS LE CMT

4.2.1. Etat des connaissances : altérations du miRNome connues

Trés peu d’'études d’expression des microARN (miRNome) ont été menées dans les tumeurs
de type CMT.

La premiere expérimentation a été décrite par (Nikiforova et al., 2008) : 2 échantillons CMT
ont été inclus dans une large cohorte de cancers différenciés, dont le profil d’'expression
a été obtenu par comparaison a des tissus thyroidiens sains. Ainsi, ces échantillons ont
révélé une grande proportion de microARN différentiellement exprimés, avec des facteurs

différentiels d'expression de plus de 100X pour les miR-129, miR-137, miR-323 et miR-370.

En 2011, (Abraham et al., 2011) ont analysé 19 tumeurs, par technique a haut débit
permettant de définir une signature de 10 microARN distinguant les tumeurs sporadiques
des tumeurs familiales. Les miR-182, miR-183, miR-375, miR-551b seraient plus grandement
exprimés dans les fumeurs sporadiques et les miR-7i, miR-9/9*, miR-23a, miR-199b-5p et miR-
223 seraient indicateurs des tumeurs familiales. Seule I'expression différentielle des miR-9%,
miR-183 et miR-375 a ensuite été validée par PCR quantitative.

L'analyse de I'expression de ces 3 microARN a montré que les miR-183 et miR-375 étaient
associés aux fumeurs de mauvais pronostic (développement de métastases locales ou
distantes et mortalité), sans indiquer si cette donnée était un facteur indépendant du

mode de transmission de la pathologie.

En 2012, une étude ciblant 9 microARN choisis arbitrairement & partir des résultats des
articles précédents (miR-9*, miR-21, miR-miR-127, miR-154, miR-183, miR-224, miR-323,
miR-370 et miR-375) a confirmé la forte expression de ceux-ci dans les hyperplasies et les
tumeurs des cellules parafolliculaires, comparativement au fissu thyroidien non
néoplasique. Si aucun lien n'a pu étre établi entre I'origine sporadique ou familiale de la
tumeur et I'un de ces ARN, la présence d'une mutation RET entrainerait une moindre sur-
expression du miR-127 et le miR-224 serait un marqueur de meilleur pronostic du CMT (Mian
etal., 2012).

Enfin, 2 fravaux ont analysés des échantillons appariés de tumeurs primitives et de leurs
métastases. La premiére, réalisée sur 7 couples d'échantillons, a montré que I'expression
des miR-9*, miR-183 et miR-375 était sensiblement comparable entre les différentes
localisations, suggérant une relative stabilité d’expression de ces 3 marqueurs au cours de

la progression tumorale (Gundara et al., 2012). La seconde, réalisée sur 6 couples
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d'échantillons et utilisant une technique & haut débit, a montré que cette stabilité n'était
pas équivalente pour tous les microARN, puisque 12 d’enfre eux paraissent
différentiellement exprimés entre les tumeurs primitives et leurs localisations secondaires

(Santarpia et al., 2013).

Aucune donnée concernant la détection de microARN circulants en rapport avec la
pathologie CMT n’est disponible dans la littérature. Pourtant, ceux-ci ont été quantifiés et
corrélés au diagnostic ou au pronostic de nombreuses tumeurs (Chen et al., 2008), telles
que les cancers du sein (Zhao et al., 2010), pulmonaires (Zheng et al., 2011) ou coliques
(Cheng et al., 2011), mais aussi les fumeurs d’origines neurales : astrocytomes (Yang et al.,

2013), glioblastomes (llhan-Mutlu et al., 2012) et mélanomes (Greenberg et al., 2013).

4.2.2. Travaux personnels

4.2.2.1. Objectifs

Comme nous l'avons évoqué précédemment, les mécanismes sous-tendant les
différences d'évolution et d'invasivité du CMT sont encore largement incompris. L'un des
défis actuels pour la prise en charge de cette pathologie est d’en compléterla description
moléculaire, afin de mieux comprendre les voies biologiques impliquées dans

I'oncogenése de ce type tumoral.

Dans un travail précédent, notre équipe a montré que I'étude de I'expression génique
des tumeurs de type CMT permet de distinguer 2 groupes de tumeurs, présentant des
niveaux d'agressivité distincts, indépendamment du mode de transmission de la maladie.
Ainsi, ESM1, POMC, CDHI11 et PTN paraissent sur-exprimés dans les formes les plus
agressives, les formes localisées présentant quant a elles une expression majorée de GEM,
CAV1 oUITGAV (Ameur et al., 2009b). Dans un second fravail visant & définir des marqueurs
de suivi thérapeutique, notre équipe a mis en lumiere le potentiel de la vimentine,
I'urokinase, la tenascine C ou encore I'interleukine 8 en tant qu’indicateurs de progression

de la pathologie et/ou de réponse au fraitement (Broutin et al., 2011) (Broutin et al., 2014).

Outre les genes et les protéines, nous pensons que les ARN non-codants pourraient tenir
un réle majeur dans les régulations des voies oncogéniques a I'origine du CMT. Dans le

présent travail, nous avons donc cherché & établir le profil d’expression global des
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microARN d'une large collection de tumeurs et tenter d’identifier des microARN
différentiellement exprimés en fonction des criteres phénotypiques de la pathologie.
Par la suite, nous avons Vvérifié la possibilité d'utilisation des microARN ainsi définis en tant

que biomarqueurs tissulaires et circulants, diagnostiques et/ou pronostiques du CMT.

Les étapes de mise au point technique nécessaires G la réalisation de ce travail

apparaitront dans la partie méthodologique de ce chapitre.

4.2.2.2. Matériel et méthodes

% ANALYSE GLOBALE DE L’EXPRESSION DES MICROARN DANS LES TUMEURS

L'analyse d'expression globale des microARN a été réalisée sur une collection de 47 tissus
congelés, correspondant a 43 tumeurs primitives, 3 métastases ganglionnaires et une
métastase tissulaire. Toutes les localisations tumorales présentaient plus de 70% de cellules
positives pour la calcitonine en immunohistochimie. Deux échantillons composés de tissu
adjacent apparemment non-tumoral (cellules n'exprimant pas la calcitonine) ont été
adjoints a cette cohorte, a titre comparatif. Les 47 cas utilisés ont été prélevés sur 11
patients porteurs d’'une forme familiale et 36 patients porteurs d'une forme sporadique,
dont 43 présentent une mutation somatique activatrice dominante des genes RET ou RAS.

Des métastases locales ou distantes ont été observées chez 33 de ces patients.

L"'ARN total (comprenant les ARN codants et non-codants) de ces tissus a été extrait par
méthode guanidinium thiocyanate-phénol-chloroforme (TRIzol® Reagent - Life
Technologies). Le rendement d'extraction a été déterminé a1'aide du spectrophotometre
Nanodrop® ND1000 (Thermo Scientific). La qualité de I' ARN purifié a été contrblée a partir
du profil obtenu par migration électrophorétique sur Bioanalyzer® 2100 (Agilent
Technologies). Tous les échantillons présentaient un ratio d’'ARN ribosomaux 28s/18s

supérieur a 1,5 et un facteur d'intégrité de I'ARN (RIN) supérieur a 7.

100ng d'ARN total de chaque échantillon ont été hybridés sur des puces Human miR®
(G4471A v3.0 - Agilent Technologies), présentant les sondes de 851 microARN humains et
88 microARN viraux matures. En bref, les ARN totaux ont été déphosphorylés puis marqués
d la cyanine 3 gréce a une ligase. lls ont par la suite été hybridés sur les lames pendant 20
heures O 55°C. Toutes ces étapes ont été réalisées dans un environnement sans ozone,
limitant I'extinction de fluorescence du marqueur. Les lames ont ensuite subi un lavage

pour éviter toute fluorescence non spécifique, puis elles ont été numeérisées a I'aide d'un
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scanner G2505B (Agilent Technologies). Les données obtenues ont été extraites grice au
logiciel Agilent Feature Exiraction® (Agilent Technologies). Toutes les puces ont subi un
contréle qualité permettant de vérifierI'absence de biais inter- et intra-lames. Les intensités
de signaux ont été normalisées et la médiane des sondes pour chague microARN a été
calculée. Pour la suite de I'analyse, nous n'avons retenu que les microARN présents dans

au moins la moitié des échantillons.

Les échantillons ont ensuite été classés en fonction de leurs analogies d’expression. Cette
classification hiérarchique a été réalisée en fonction des moyennes d'expression de
chacun des microARN et les distances infer-€chantillons ont été calculées selon la
corrélation de Pearson (logiciel MultiExperiment Viewer v.4.8.1 — TM4 Microarray Software
Suite). La mise en évidence de microARN différentiellement exprimés en fonction des
groupes de tumeurs a été réalisée grdce au logiciel SAM (Université de Stanford), en
utilisant le test de Wilcoxon et en définissant un taux de faux-positifs (FDR) inférieur & 5%.

Seuls les microARN présentant un facteur différentiel de plus de 1,5 ont été retenus.

% DEFINITION ET VALIDATION DE MICROARN D’INTERET

Quatre microARN d’intérét fortement exprimés dans les CMT et permettant de distinguer

les tumeurs en fonction de leur invasivité ont été définis pour validation ultérieure.

Dans un premier temps, les niveaux d'expression de ces microARN ont été vérifiés sur la
méme cohorte d’échantillons tumoraux congelés (localisations primaires uniqguement), &
I'acide d’une méthode ciblée de quantification.

Une rétfro-franscription a été effectuée sur 400 ng d'ARN total, a I'aide d'un pool
d’'amorces spécifiques (Megaplex microRNA RT primers® - Applied Biosystems), puis la
proportion en microARN mature a été évaluée par PCR quantitative utilisant la
technologie TagMan® (TagMan® MicroRNA Assay ID#000397, 002304, 002278 et 000590 -
Applied Biosystems). Les mesures ont été réalisées en duplicats techniques (méme
extraction d’ARN totaux). La moyenne des résultats obtenus pour les échantillons
correspondant aux tumeurs localisées a été utilisée en référence (valeur d’expression
arbitraire = 1) et le miR-26b-5p, défini de maniere empirique pour sa stabilité entre les
groupes d'intérét, a été utilisé comme contréle endogéne normalisateur. Les quantités

relatives de microARN ont été définies par la méthode de la seconde dérivée :

Quantité relative du microARN = RQmig = 2-24Ct
avec AACTH = ACtechantilon — ACHeterence €t ACtH = Ctmir — Ctmir-26b
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Les corrélations entre les résultats obtenus avec les 2 méhodes ont été appréciées gréce
au coefficient de Spearman et les différences d’expression entre les différents groupes ont

été évaluées a I'aide d'un test de Mann Whitney.

% EVALUATION DE MARQUEURS PRONQOSTIQUES TISSULAIRES DE CMT

Les courbes ROC (reflétant la performance de I'utilisation d’'un seuil d’expression de nos
microARN d’intérét au regard de la donnée binaire d'invasivité tumorale) ont été réalisées
en utilisant les valeurs RQ obtenues précédemment. Les patients ont été divisés en 2
groupes d'expression pour chacun des microARN, le seuil de dichotomie étant choisi selon
les meilleurs critéres de sensibilité et de spécificité présentés par les courbes ROC. Les
différences de survie globale (intervalle de temps, en mois, entre la date du diagnostic et
la date du décés ou de derniere consultation du patient) entre les groupes ont été
estimées par le test du log-rank.

Dans le but d’améliorer les critéres de discrimination des tumeurs en fonction de leur
pronostic, nous avons établi un score (indice pronostique IP) reprenant les valeurs de
guantification relative obtenues pour les 4 microARN d'intérét. Ce score a été évalué de
maniére similaire aux microARN considérés isolément (courbes ROC et survie).

Enfin, les effets spécifiques de différentes co-variables susceptibles d'influencer
significativement le pronostic du CMT ont été étudiés, par analyse mutivariée selon le

modéle de Cox.

Nous avons par la suite cherché a valider les différences d'expression observées sur une
cohorte indépendante d’'échantillons, avec les mémes modalités de quantification que
celles décrites ci-dessus (en PCR quntitative). Cette collection est composée de 50 tissus
FFPE, dont 21 redondances avec la cohorte précédente (permettant une évaluation de
la reproductibilité des résultats obtenus). La corrélation inter-cohorte a été évaluée parle
coefficient de Spearman et les différences inter-groupes ont été évaluées comme énoncé

précédemment.

.0

» EVALUATION DE MARQUEURS DIAGNOSTIQUES CIRCULANTS DE CMT

Un total de 51 échantillons sériques et plasmatiques prélevés sur 31 patients (avant ou
apres thyroidectomie) et 20 individus sains (reliquats provenant de I'Etablissement Francais

du Sang) ont été étudiés.

Premiérement, 4 prélévements provenant de donneurs sains ont été utilisés afin de valider

le type d'échantillon a utiliser (sérum ou plasma, matériel frais ou congelé) et la méthode
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d'extraction adéquate (TRIzol® Reagent - Life Technologies ou mirVana PARIS kit® -
protocole sans enrichissement des petits ARN - Ambion). Une prise d’essai de 200 yL de
sérum ou de plasma et un volume d’élution de 80 UL ont été utilisés pour les 2 méthodes.
L'efficacité d’extraction a été mesurée gréce a I'ajout d’'une quantité exacte de
microARN exogene non humain (25 fmol de cel-miR-39 — soit une concentration optimale
dans I'éluat de 0,3 fmol/uL) avant la premiere étape de chaque méthode, puis
guantification absolue ultérieure par PCR quantitative (Tagman Small RNA Assay® -
Applied Biosystems). La gamme de calibration a été établie par dilution du microARN
synthétique (mirVana® miRNA mimic - Ambion) dans une matrice sérique (sérum d'un
individu sain). La qualité des ARN extraits a été vérifice par spectrophotométrie
(Nanodrop® ND2100 — ThermoScientific).

Le kit mirVana PARIS® - bien que présentant une capacité réduite d'extraction des ARN
totaux - montre le meilleur rendement d’extraction de cel-mir-39 (Table 8). Ce rendement
est comparable pour les échantillons de type sérique ou plasmatique, mais pour des
raisons de disponibilité d'échantillons, nous avons choisi de poursuivre le travail sur des

échantillons sériques congelés.

mirVana PARIS
Ct cel-miR-39 Ct hsa-miR-24b

TRIzol

[ARNtotal] CtcelmiR-39 Cthsa-miR-26b| [ARNtotal]
SERUM 15,4 ng/ulL - - 123 ng/uL
PLASMA 144 ng/ul - - 11.2 ng/uL - -
SERUM 21,9 ngful 27.7 354 4,2 ngful 18,5 254
PLASMA JREFELETE 334 38,2 8,0 ng/ul 18,5 25,2

Prélévement FRAIS

Prélévement CONGELE

TABLE 8 : EVALUATION DE LA METHODE D'EXTRACTION DES MICROARN CIRCULANTS

Par la suite, la fotalité des échantillons a été extraite a I'’aide du kit mirVana PARIS®, avec
ajout préalable de 25 fmol de cel-miR-39. La quantification des microARN d'intérét a été
réalisée par PCR quantitative. Des gammes de calibration, permettant la vérification des
rendements de PCR, ont été établies pour tous les microARN pareillement & celle de cel-
miR-39. Les efficacités de PCR paraissant différentes en fonction de la matrice de départ
(perte de proportionalité dans I'eau exempte de nucléases) et du type de microARN
recherché, nous avons choisi d'établir une quantification relative par la méthode des

droites standard, avec :

Quantité relative du microARN = RQmir = Qmir/ Qmir-26b
avec Qmir et Qmir26b = quantité absolue définie & partir d'une courbe de calibration

La comparaison des résultats obtenus pour les groupes d'intérét a ensuite été réalisée &

I'aide du test de Mann-Whitney.
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Enfin, nous avons initié un travail de caractérisation d’'exosomes (microvésicules lipidiques
possiblement libérées par les cellules et contenant des structure nucléo-protéiques dont
des microARN), afin d'en analyser — a terme - le contenu en microARN. Cette étude
préliminaire, réalisée en collaboration avec le Centre d'Investigation Clinique
‘Biothérapies en Oncologie’ de I'Institut Gustave Roussy, consistait a:

v’ Vérifier la possibilité d’'extraction de microARN a partir de suspensions d’exosomes,

sans interférence d’éventuelles particules en surface des vésicules (tfransport non
spécifique).
Pour cela, nous avons testé I'action de la RNase A (0,4 ug/ulL) sur des microARN
synthétiques (cel-miR-39) ajoutés avant ou apres les étapes de lyse de |'extraction
(mirVana PARIS® kit — protocole sans enrichissement des petits ARN - Ambion). Cette
extraction a été menée sur 50 UL (correspondant a 12,2 ug d’'équivalent protéique)
d’'une suspension d’exosomes de cellules dendritiques (Dex). Les cel-miR39, miR-21-
5p et miR-145 ont ensuite été dosés par quantification absolue, aI'aide de gammes
de microARN synthétiques.

v’ Vérifier la sécrétion effective d’exosomes par les cellules de CMT. Pour cela, nous
avons purifié par ultracentrifugation le surnageant de culture la lignée TT (laissé au
contfact des cellules pendant 48h et non additionné de sérum). Ce produit de
purification a été fixé sur des billes latex puis marqué a I'aide d'anticorps dirigés
confre les téfraspanines CD?, CDé3, CD81 et CD82, le recepteur membranaire RET
et la calcitonine. Le marquage secondaire a été réalisé a I'aide d'anticorps anti-
lapin ou anfi-souris couplés au fluorophore Alexa® 488. La lecture a été réalisée sur
un cytometre de flux & lecture de fluorescence (FACS - Cé6 Accury® — BD
Biosciences).

v’ Vérifier la possibilité d’extraction d’exosomes totaux a partir de sérum humain, par
ulfracentrifugation ou utilisation du kit de purification ExoQuick® (System
Biosciences). Ces 2 méthodes ont été testées en parallele et en duplicats sur 2
prélevements de donneurs sains (1 mL) ayant subi une double centrifugation
préalable (3000 rom pendant 15 minutes puis 10000 rom pendant 30 minutes). Une
analyse par FACS de I'expression des téfraspanines a ensuite été réalisée, selon les

mémes modalités que précédemment.

Les étapes ultérieures - non réalisées au jour de la rédaction - consisteront en la mise au
point d'une technique de purification séléctive des exosomes d’origine ftumorale (Tex) &
partir d'échantillons sanguins, puis en la vérification de leur contenu exact en microARN
(par systéeme de PCR quantitative en carte microfluidique Tagman® miRNA Array — Applied

Biosystem:s).
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4.2.2.3. Résultats

% LES CMT PRESENTENT UN PROFIL D’EXPRESSION HOMOGENE DES
MICROARN

L'expression de 939 microARN a été évaluée dans les CMT par une approche & haut débit
de type biopuce, a partir d'une collection de 49 tissus congelés. Apres normalisation des

signaux et élimination des microARN non exprimés, 465 microARN humains ont été retenus.

La classification hiérarchique non supervisée des profils d'expression tissulaires permet une
distinction nette des tissus non tumoraux (distance de Pearson = 0,715), avec une
expression différentielle de 165 microARN comparativement aux tissus tumoraux (p-value
<0.05). Cette classification globale ne montre pas de différence entre les localisations
primaires et secondaires, ni de séparation évidente de groupes de tumeurs
phénotypiqguement comparables (au regard de criteres clinico-pathologiques tels que le

mode de tfransmission ou le caractere invasif de la tumeur) (Figure 32).

1 QF1I5E325

DESTTIETL

Samphe: bype
Inheritanco
Invasiveness

o.a igd.a -doo.4a

FIGURE 32 : CLASSIFICATION HIERARCHIQUE DES CMT EN FONCTION DE LEUR PROFIL
D'EXPRESSION MICROARN
Le tissu, la forme et linvasivité des tumeurs sont indiqués sous le dendogramme
bleu: tissu normal, rose: tumeur primitive, rouge : métastase
orange: CMT familial, jaune:CMT sporadique
blanc: CMT localisé, gris: CMT localement avancé
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Nous avons par la suite appliqué la méthode de permutations du logiciel SAM, permettant

une comparaison groupe-a-groupe de |'expression de chacun des microARN étudiés.

La comparaison des profils d'expression des cas sporadiques et familiaux distingue 3
miR-142-3p, miR-301a et miR-34a (Table 9). En

revanche, aucun microARN ne parait significativement relié au type de mutation

microARN différentiellement exprimés :

dominante présenté par I'échantillon tumoral (RET ou RAS).

La comparaison des tumeurs localisées et des tumeurs invasives (localement invasives
ou métastatiques) permet de distinguer 18 microARN. Les miR-98, miR-129-5p/3p et miR-
154* ont une expression plus élevée dans les tumeurs in situ et, a 'inverse, 14 microARN

sont surexprimés dans les tumeurs métastatiques (Table 9).

Nous avons choisi pour validation ultérieure, les microARN présentant un ratio d'expression

différentielle d'au moins 2 et les intensités de signal de fluorescence les plus élevées, soient

les miR-199a-3p, miR-21, miR-129-5p et miR-129-3p.

Intensité médiane

Intensité médiane

mICroARN Famille Locus du géne CMT familiaux CMT sporadiques
hsa-mik-34a rmikR-34 1p36.22 3248 1980 -1.64
hza-miR-301a mik-130 17922 7T 317 -2,45
hza-miR-142-3p |mIR-142 17922 479 182 2,63

microARN

Locus du géne

Intensité médiane

Intensité médiane

CMT localisés

CMT invasifs

hza-miR-1¥9a-3p | MiR-177 19p13.2 [ 1924.3 1420 4768 2,82
hsa-miR-214 miR-214 1g24.2 245 &87 2,80
hsa-miR-124 miR-124| 8p23.1 / 8p12.3 / 20913.33 126 338 2,48
hsa-miR-1¥¥b-5p | MiR-197 34,11 175 458 2,47
hsa-miR-19%a-5p | mMiR-19% 19013.2 [ 1924.3 485 1250 2,58
hsa-miR-21 miR-21 17g23.1 22617 49384 2,18
hsg-mik-21° miR-21 17g23.1 25 189 1,99
hsa-miR-145 miR-145 532 1057 1983 1.55
hso-miR-28-5p mir-28 2028 1469 312 1,85
hsa-mik-34a miR-34 1p36.22 2057 3603 1.75
hsa-mik-135kb miR-135 1321 S10 8a7 1,70
hsa-mik-143 miR-143 5q3z2 309 &74 1.69
hso-miR-140-3p | miR-140 16G22.1 385 608 1,58
hsa-mik-365 miR-365 1621312/ 17g11.2 325 ST4 1,58
hsa-mik-98 let-7 Xpl11.22 849 436 -1.95
hsa-rmik-1547 miR-154 14032.21 84 4% -1.71
hsa-miR-12¥-3p | miR-127% 11p11.2 Q452 2204 -4,12
hsa-miR-12%-5p |miR-129 7g32.1 / 11p11.2 1449 263 -5,51

TABLE 9 : MICROARN DIFFERENTIELLEMENT EXPRIMES EN FONCTION DE LA FORME CLINIQUE ET DE
L'INVASIVITE DU CMT
(g-valuesam <0.05)
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% LES miR-129 et miR-199 SONT DES MARQUEURS TISSULAIRES
PRONOSTIQUES DU CMT

La comparaison des tumeurs en fonction de leur agressivité semblant étre la plus
intéressante, nous avons cherché a confirmer les résultats obtenus pour certains des
microARN, par une technique ciblée plus sensible (PCR quantitative) sur les mémes
échantillons puis sur une collection de validation indépendante constituée d'échantillons
de type FFPE. Pour éviter une étape de pré-amplification des microARN (étape susceptible
de créer des biais de mesure), nous avons sélectionné les microARN les plus fortement
exprimés et présentant un facteur d'expression différentielle supérieur a 2 ; soient les
mMicroARN miR-21, miR-129-3p, miR-129-5p et miR-199a-3p.

Les données obtenues par technique & haut débit et les résultats de PCR quantitative sur
les mémes échantillons présentent une forte corrélation, comme le montrent les
coefficients de Spearman obtenus pour chacun des microARN étudiés (r > 0,71 - p-value
<0,0001 - Annexe 7). Ainsi, de maniére attendue, les quantifications spécifiques des 4
microARN d'intérét confirment les conclusions de I'analyse d haut débit : leur expression

est reliée au degré d'invasivité de la tumeur (p-value<0,001 - Figure 33).

L'évaluation du potentiel d'utilisation de ces 4 microARN en tant que biomarqueurs
tissulaires pronostiques du CMT nécessite au préalable la définition de valeurs seuils
d'expression. Ces valeurs ont été arbitrairement choisies apres réalisation des courbes
ROC, & partir des données quantitatives obtenues par PCR et des caractéristiques
d'invasivité des tumeurs. Les valeurs d'aires sous les courbes (AUC), toutes significatives,
confirment l'intérét de ces microARN comme marqueurs d'invasivité (p-value <0,0012).
Pour miR-21, la valeur seuil d'expression relative de 1,17 permet de classer les ftumeurs
invasives et non invasives avec une sensibilité de 83% et une spécificité de 77%. En se
basant sur les mémes criteres (sensibilité et spécificité > 75%), nous avons sélectionné les
valeurs 2,165 ; 0,680 et 0,495 pour les microARN miR-199a-3p, miR-129-5p et miR-129-3p
respectivement (Figure 33).

Les données de survie globale étaient disponibles pour 42 patients. En prenant une date
de point au 8 juin 2012 (suivi de é a 225 mois — 10 déces) et en établissant une dichotomie
des patients en fonction de leurs niveaux respectifs de microARN, nous obtenons une
différence significative du pronostic (en terme de survie) en fonction du niveau
d’expression des microARN miR-199a-3p et miR-129-5p (p-value = 0,0045 et 0,0499

respectivement - Figure 33).
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FIGURE 33 : EXPRESSION DES MIR-21, MIR-199 ET MIR-129 ET RELATION AU PRONOSTIC DU CMT
* p-value <0,05 ** <0.01 *** <0,001
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Afin d’améliorer la spécificité et la sensibilité de détection des tumeurs invasives, nous
avons déterminé un score prédictif (indice pronostique IP), prenant en compte les
données obtenues pour les 4 microARN d’'intérét simultanément. Celui-ci est calculé selon

I'équation :

IP = (RQmir-21-50 +* RQmir-199a-3p) / (RQmir-129-3p+ RQmir-129-5p)

La courbe ROC de cet indice indique que le seuil 2,302 (unités arbitraires) permet de
séparer les tumeurs avec une spécificité de 85% et une sensibilité de 83%. Cette indice

conserve la corrélation a la survie globale des patients (p-value=0,0359) (Figure 34).
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FIGURE 34 : EVALUATION DU SCORE PRONOSTIQUE IP

Nous avons par la suite réalisé une analyse multivariée, permettant de mesurer I'impact
spécifiqgue de I'expression des 4 microARN d'intérét et de I'indice IP sur la survie globale
des patient, comparativement aux autres critéres relevants dans notre cohorte, & savoir :
- Le sexe du patient (pronostic péjoratif pour les hommes — p-valu€logrank=0,001) ;
- L'ége au diagnostic (pronostic péjoratif pour les patients les plus jeunes - p-value =
0,048) ;
- L'extension de la tumeur, déterminée selon la classification histologique TNM
(pronostic péjoratif pour les tissus localement invasifs ou métastatiques - p-value =
0,015) ;
- Le temps de doublement de la calcitoninémie apres chirurgie initiale (pronostic
péjoratif en cas de doublement observé en moins de 24 mois - p-value < 0,0001).
Cette analyse révele que seuls I'age au diagnostic (hazard ratio = 0,039 - p-value = 0,041)
et le temps de doublement de la calcitonine (HR = 0,029 - p-value = 0,018) sont des criteres

indépendants de pronostic du CMT.

Enfin, nous avons souhaité valider ces résultats sur une cohorte indépendante, composée
de 50 tissus FFPE, dont 21 redondances avec la collection congelée précédente et
reflétant le type d'échantillons maijoritairement utilisés en pratique courante. La

conservation des ARN dans ce type d’'échantillons n'étant pas optimale, nous avons
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observé une grande hétérogénéité de résultats entre les tissus congelés et les tissus FFPE
appariés (n=21 - r < 0,59, p-value <0,0001 — Annexe 7). Cependant, la comparaison des
tumeurs localisées et des tumeurs invasives au regard de I'expression de miR-21 reste
significative et comparable a celle observée dans les tissus congelés (n=50 - facteur
différentiel = 1,8 - p-value=0,0065 - Figure 35). Aucun résultat significatif n'a été observé

avec les autres microARN.
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FIGURE 35 : EXPRESSION DE MIR-21 EVALUEE A PARTIR DE TISSUS FFPE

% LES miR-21 et miR-199 SONT DES MARQUEURS CIRCULANTS DIAGNOSTIQUES
DU CMT

La quantification des 4 microARN d'intérét et d’'éventuels normalisateurs (miR-26b et
RNU44) a été réalisée par PCR quantitative, aprés extraction des microARN & partir de 200
JL de sérum congelé et auxquels 25 fmol de contrble d’extraction (cel-miR-39) ont été
ajoutés.

Les miR-129-5p et le petit ARN RNU44 n’ont pas été détectés (cycle-seuil > 40). Le miR-129-
3p est détecté dans un grand nombre d’échantillons, mais les signaux obtenus — tous
supérieurs a 33 cycles — ne permettent pas une quantification optimale (Annexe 8).

Les cel-miR-39, miR-26b, miR-199a-3p et miR-21 sont positifs et aisément quantifiables dans
tous les échantillons (patients et individus sains), sans nécessité de pré-amplification
initiale. En revanche, I'établissement de courbes de calibration (réalisées dans de I'eau
exempte de nucléases et du sérum d’'individu sain) nous montre qu'il existe un effet
matrice non négligeable, impactant fortement la reproductibilité des résultats et induisant
de fortes disparités d’efficacité de PCR (Annexe 8). De ce fait, nous avons opté pour une
guantification relative des microARN d'intérét par rapport au miR-2éb, apres évaluation
des quantités absolues par la méthode des droites standards. Les échantillons présentant
une quantité trop faible de cel-miR-39 apres extraction ont été éliminés des analyses

ultérieures.
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Parmi la cohorte de départ, 36 échantillons (27 cas et 9 témoins) ont montré une
concentration en cel-miR-39 proche de la quantité infroduite avant extraction.

La comparaison de leur teneur en miR-21-5p et miR-199a-3p permet de distinguer les
patients CMT des individus sains (p-value=0,0017 et 0,0061 respectivement), les microARN
d'intérét semblant plus fortement exprimés chez les patients. Les résultats obtenus ne sont
pas significativement différents en fonction du moment de prélévement (avant ou apres
thyroidectomie), ni au regard de I'agressivité de la maladie (effectifs des sous-groupes
compris entre 3 et 8 échantillons). Aucune corrélation ne peut étre établie avec la
concentration en calcitonine de I'échantillon. En revanche, il existe une relation nette

entre les niveaux de miR-21 et de miR-199a-3p ainsi quantifiés (r = 0,85 — p-value<0,0001).
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FIGURE 36 : EVALUATION DES MIR-21 ET MIR-199 SERIQUES CHEZ LES PATIENTS CMT

Pour poursuivre ce fravail, nous avons souhaité évaluer la fraction des microARN circulants

inclus dans d'éventuelles particules exosomales d’origine tumorale (Tex).

Dans un premier temps, 2 méthodes d’extraction des fractions exosomales totales & partir
d’échantillons sériques ont été testées. Deux prélevements de donneurs sains (1 mL) ayant
subi une double centrifugation préalable (3000 rom pendant 15 minutes puis 10000 rom
pendant 30 minutes) ont été utilisés. Les méthodes par ultra-centrifugation et solution
commerciale ExoQuick® ont ensuite été testées en paralléle et en duplicats. Les dosages
protéiques réalisés sur les extraits obtenus par ultra-centrifugation étaient de 5286 et 4964
hHg/mL. Les quantités d’'équivalents protéiques n'ont pas pu étre évaluées apres utilisation
de la technique commerciale. L'analyse par détection de fluorescence en cytométrie de
flux (FACS) aprés marquage des tétraspanines des fractions obtenues a montré, pour les
2 techniques, un fort marquage CDé63, CD81 et CD82 (ratfio de fluorescence par rapport
a l'isotype = 2,3 £0,2) mais une absence de marquage CD9 (ratfio de fluorescence = 1,1 ¢

0,1) (données non présentées).
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Par la suite, nous avons mis au point une technique d'extraction adéquate des microARN
réellement inclus dans ce type de vésicules, d partir d'une fraction parfaitement
caractérisée d'exosomes issus de cellules dendritiques (Dex). Nous avons observé qu’un
traitement par la RNase A conduit & la destruction des microARN exogenes ajoutés avant
I'étape de lyse, mais conserve les microARN ajoutés immédiatement apres. Ainsi, le
fraitement & la RNase A met en lumiere 2 populations de microARN, intra- et extra-
exosomales (Table 10). La gquantification absolue des miR-21 et miR-145 confirme leur

présence dans ce type d'exosomes.

[0.7-2,1] 10 fmol/uL [2,9-5,5] x10° fmol/uL

miR-21-5p

miR-145-5p

[3.1-9.1] x10° fmol/ug

[10.4-27,4] x10° fmol/ug

[0.8-3.6] x10° fmol/pL
[4.0-16,0] x10°* fmol/ug

[20,0-32,0] x10° fmol/uL
[70.0-170,0] x10°* frmol/pg

TABLE 10 : QUANTITE DE MICROARN RETROUVEE DANS LES DEX
Quantités exprimées en fmol par uL d’extrait et par ug d'équivalent protéique initial
Résultats obtenus sur des dilutions en série (1, V2 et V4) de duplicats biologiques

Enfin, nous avons vérifié la capacité des cellules de CMT a libérer des particules
exosomales. Nous avons obtenu, a partir de 5 mL de surnageant de culture de cellules TT,
140 uL (correspondant a 32 ug d'équivalent protéique) d'exosomes. L'analyse par
détection de fluorescence en cytométrie en flux de ces microvésicules (préalablement
fixées sur billes de latex) a montré un marquage net de la calcitonine, définissant 2
populations de vésicules disctinctes. Un signal positif est observé pour le récepteur RET
(également retrouvé dans les Dex). Les tétraspanines CD9 et CDé63 sont fortement

exprimées, mais les CD81 et CD82 ne sont pas retrouvées (Figure 37).
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FIGURE 37 : CARACTERISATION DES EXOSOMES ISSUS DE CELLULES TT
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4.2.3. Discussion

Nous avons établi le profil d'expression microARN d’'une collection de 49 CMT congelés.
Celui-ci est homogeéne pour I'ensemble des tumeurs et semble trés différent des 2 tissus
normaux adjacents ajoutés a I'expérimentation a titre comparatif (essentiellement
constitués de thyrocytes).

Cette observation reflete la spécificité d'expression de chaque type cellulaire et ne
permet pas la définition de dérégulations propres a nos cellules d'intérét. Aussi, et
contrairement & ce qui a été réalisé par d'autres équipes antérieurement, nous avons
choisi de nous orienter vers des comparaisons de groupes de tumeurs. Cette démarche

expligue la non-redondance des résultats avec les travaux déja publiés.

Méthode Echantillons Résultats Référence

miR-323, miR-370, miR-129, miR-137, miR-10a, miR-124a, miR- .
RT-PCR (158 miRNAs) 2 CMT 224, mR-127, mR-9, mR-154. Nikiforova, 2008

spo miR-182, miR-183, miR-375, miR-351b.
Puce pan-miRNA (1084 miRNAs) 19 . .
fam miR-199b-5p, miR-9, mik-9*, miR-223, let-7i, miR-23a. Abraham, 2011
spo miR-183, miR-375.
- +
RT-PCR (4 miRNAs) 19 +26 FFPE fam RO
spo miR-34a miR-142-3p miR-310a
Puce pan-miRNA (1000 miRNAs) 49 M miR-199a-3-. miR-199a-5p, miR-214, miR-124 miR-199ab-5p. Boichard (non publie, 2014)
miR-21

miR-9% miR-183, miR-375, miR-323, miR-370, miR-224+ miR- .
RT-PCR (9 miPNAs) 40 CMT 1276, miR_154, miR.21. Mian, 2012

RT-PCR (3 miRNAs) 7 métastases M+ miR-9* miR-183. miR-375. Gundara, 2012
M+ miR-373, miR-637, miR-130, miR-138, miR-193a-3p, miR-498, miR-658
Puce pan-miRNA (1200 miRNAs) 6 métastases NO Santarpia, 2013

miR-10a, MiR-7, MiR-29¢, miR-200b, MiR-200c

FIGURE 38 : EXPRESSION DES MICROARN DANS LES CMT : REVUE DE LA LITTERATURE

Les tumeurs sporadigues présentent une sous-expression des miR-34a, miR-142-3p et miR-

301a par rapport aux tumeurs d’origine familiales.

Bien qu'ubiquitaire, miR-34a semble jouer un réle prépondérant dans les cellules de type
neural. Sa sous-expression a été observée dans les gliomes (Yu et al., 2012), et plus
particulierement dans les formes péjoratives de ces tumeurs (Gao et al., 2013). Son
expression, dépendante de p53 (Chang et al., 2007), serait corrélée a celle des récepteurs
EGFR (Yin et al., 2013), PDGFRA (Silber et al., 2012), MET (Li et al., 2009), & Notch1 (Yu et al.,
2012) et & de nombreux autres oncogenes (MYC, JAGI1, CD44, CDK4, CDKé6, CCNDI,
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SIRT1). Son réle de suppresseur de tumeurs et sa multipotence Iui confere une place de
choix dans les essais thérapeutiques en oncologie et un analogue de miR-34 est
actuellement en cours d’'évaluation pour une application dans les cancers bronchiques

et prostatiques (Bader, 2012).

Les miR-301a et miR-142-3p ont la particularité d'étre codés a proximité sur le génome
humain (en 17922), mais sont franscrits indépendemment I'un de I'autre. Les cibles
validées expérimentalement pour miR-301a sont NKRF (facteur inhibiteur de NFkB), RUNX3,
MEOX2, SERPINET et SMADA4. Le miR-142-3p inhibe quant a Iui I'interleukine 6 et ARNTL,
modulateur du rythme circadien moléculaire et partenaire de la déacétylase SIRTI
(Nakahata et al., 2009) (Chang and Guarente, 2013) (Zhou et al., 2014).

La comparaison des tumeurs en fonction de leur invasivité permet la définition d'une
signature plus conséquente de microARN. Les dérégulations de quatre d'entre eux (miR-
21, miR-199a-3p, MiR-129-5p et miR-129-3p) ont été validées dans des tissus congelés par
une seconde méthode. Le miR-21 est significativement élevé en cas d'invasivité, quelque
soit la méthode et quelque soit le type d’échantillon utilisé. Les miR-199a-3p et miR-129-5p

apparaissent comme significativement corrélés au pronostic de la maladie.

L'analyse de cette signature par une approche systémique nous révele des motifs de co-
expression transcriptomique, correspondant a 3 grandes fonctions cellulaires.
Effectivement, des microARN, méme encodés dans des régions tres diverses du génome
peuvent, par des jeux d'interactions chromatiniennes, réguler de concert certaines
fonctions (Chen et al., 2013). Ainsi, I'analyse simultanée des 18 microARN dérégulés met en
lumiére — pour les tumeurs invasives - une capacité accrue a la signalisation membranaire,
une dérégulation du cycle cellulaire, et un possible phénoméne de différenciation de

progéniteurs embryonnaires.
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1. La famille des miR-199 et les dynamines

Parmi les microARN sur-exprimés dans les tumeurs agressives, nous observons :

v' les miR-199a-3p et miR-199a-5p, dérivés du méme précurseur mir-199a, dont les
geénes MIR199A1 et MIR199A2 sont des mirtrons inclus dans les genes-hotes DNM3
(1924.3) et DNM2 (19p13.2).

v Le miR-199b-5p, produit du gene MIR199B situé dans un intron de DNMI
(9934.11).

Les microARN miR-199a et b ciblent — entre autres — les transcrits de CD44,
SMADI, MET, HES1, DDR1, ERBB2, IKBKB, SIRTI, HIFIA et EDN1 (endothéline 1).

v Le miR-124, qui est issu du méme polycistron que MIR199A1 et est également
localisé dans DNM3. Le mir-124 est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire
par inhibition de CDK2, CDKé et CDK4, mais cible également ITGB1, la vimentine

et le récépteur a I'lL-6.

Cette association non fortuite argumente une sur-expression des génes codant pour les
dynamines (Figure 39), molécules permettant la formation des vésicules d’endocytose par
interaction avec les cavéolines (Yao ef al., 2005).

La dynamine 2 est particulierement impliqguée dans I'oncogenése des glioblastomes, dans
lesquels elle permet la médiation du signal PDGFRA/SHP2 (Feng et al., 2012). Sa sur-
expression est également liée aux carcinomes pancréatiques et prostatiques (Xu et al.,
2013) et sa diminution a été corrélée a I'invasivité des carcinomes épidermoides du col
utérin (Lee et al., 2010).

Ainsi, cette observation suggére une augmentation du traffic membranaire dans les
tumeurs les plus agressives, et possiblement une augmentation de la médiation des

signaux des récépteurs aux facteurs de croissance.

pré-mir-199a ( : pré- mir-124
DNM3 (1g24.3]
— — —
axon sxon
pré-mir-199a
DNM2 [19p13.2)
pré-miR-19%b
DNMI (9G34.11)

FIGURE 39 : ORGANISATION GENOMIQUE DE MIR199 T MIR124
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2.

La réqulation du cycle cellulaire

Cette signature met également en évidence un ensemble de microARN fortement

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, et notamment dans I'avancement de la

phase G1 via la régulation de Rb (protéine du Rétinoblastome) et le facteur de

transcription E2F (Figure 40) :

v
v

Le miR-34a, capable d’'interagir avec MYC, la cycline D, CDK4, CDKé et E2F2 ;

Le miR-21, oncomir et métastamir trés étudié. Les cibles connues et validées
expérimentalement de miR-21 sont PTEN, PDCD4, BTG2 (facteur de différenciation
neuronal, géne suppresseur de tumeur impliqué dans les médulloblastomes),
TGFgR2, TPM1, RECK, SOX5, TIMP3 et CDC25A ;

Le miR-124, qui inhibe les CDK4, CDK6 et CDK2 ;

Et 2 microARN provenant du méme précurseur, miR-129-5p et miR-129-3p, ciblant
également CDK4 et CDKé6. Ces microARN sont codés en 11p11.2 et en 7932.1, &
proximité du site de casssure FRA7H. Leur expression est spécifique aux cellules
d'origine neurale et leurs autres cibles expérimentalement validées pour ces
microARN sont SOX4, GALNTT et NOTCHI.
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FIGURE 40 : IMPLICATION DES MICROARN DANS LA REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE

Modifié de (Liang and He, 2011)

Les microARN sur-exprimés dans les CMT invasifs sont indiqués par une fleche verte.

Les microARN sous-exprimés sont indiqués par une fleche rouge..
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3. La différenciation des cellules souches embryonnaires

Enfin, nous distinguons, dans cette signature d'invasitivé, une sur-expression des miR-34aq,
mMiR-143 et miR-145, suppresseurs de tumeurs habituellement sous-exprimés dans les
fumeurs primaires et leurs localisations secondaires.

Ici encore, I'expression concomittante de plusieurs microARN semble indiquer une

spécificité des tumeurs de type CMT. En effet ;

v" Les miR-34a, miR-21, miR-301a et miR-124 sont fortement exprimés dans les cellules-
souches embryonnaires, dont ils médient les processus de différenciation (Aranha
etal, 2011).

v' Le miR-145 (co-exprimé avec miR-143 car situés sur le méme cistron) inhibe MYC
apres activation franscriptionnelle médiée par JAG1 (Boucher et al., 2011) et p53
(Sachdeva et al., 2009). Il est lui-méme réprimé par les protéines RAS oncogéniques,
par le biais d'un élément de réponse RREB1 (RAS-related Element Binding 1) (Kent
et al., 2010). Et a I'instar des microARN précédemment cités, celui-ci joue un réle
primordial dans l'inhibition de la pluripotence et I'activation des cascades
moléculaires de différenciation des cellules souches embryonnaires humaines,
notamment via son action sur OCT4, SOX2 et Nanog (Xu et al., 2009) (Tiscornia and
Belmonte, n.d.) (Jain et al., 2012).

v Le miR-154* joue quant & Iui un rdéle antagoniste, par favorisation de I'auto-

renouvellement de ces mémes cellules.

miR-301a
miR-145
miR-124
miR-154* miR-21
. Differentia
T— Non-Coeding |
( 6 Differentiation > i
€ -
Reprogramming
Embryonic Somatic
or or
Induced Differentiated
Pluripotent Cell

Stem Cell

FIGURE 41 : MICROARN ET DIFFERENCIATION NEURALE

Ce panel de microARN semble confirmer la présence de cellules souches embryonnaires
dans les tumeurs de type CMT. Cette observation est corroborée par la description

récente d'une population de cellules CD133+ (pentaspanine a la surface de nombreux
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progéniteurs embryonnaires) dans la lignée cellulaire TT (Zhu et al., 2010). (Kucerova et al.,
2013). A ce jour, aucune donnée concernant I'évaluation de cette population de lalignée
MZ-CRC1 n'est disponible.

Ainsi, les tumeurs invasives, de part leur profil d'expression microARN, semblent étre

majoritairement constituées de cellules en cours de différenciation.

% IMPLICATIONS CLINIQUES POTENTIELLES DES MICROARN VALIDES

Les microARN constituent une classe de biomarqueurs prometteuse, et notamment parle
fait gu'ils soient retrouvés dans les liquides biologiques, permettant une exploration non
invasive des états pathologiques.

Nous avons confirmé la présence de microARN au niveau sérique, et nous sommes
parvenus d quantifier de facon adéquate deux de nos marqueurs tissulaires, & savoir miR-
21-5p et miR-199a-3p. Ces deux microARN semblent hyper-représentés dans le sérum de

patients porteurs de CMT comparativement a des individus sains.

L'augmentation de miR-21 au niveau circulant — d’un facteur 100 comparativement aux
témoins - a également été relatée chez des patients porteurs de glioblastomes non opérés
(n=10). Les concentrations observées n'étaient pas corrélées au volume tumoral, mais les
taux sériques de miR-21 se sont normalisés apres chirurgie dans 9/10 cas. Dans un cas, la
concentration n'a pas été modifiée par le traitement, et une récurrence de la pathologie
a eté observée quelques semaines plus tard (Ilhan-Mutlu et al., 2012).

Une augmentation de miR-21 au niveau sérique est également observée en cas de
tumeur pancréatique (P. Wang et al., 2013), oesophagienne, mais également dans les
ostéosarcomes (Ouyang et al., 2013), les carcinomes mammaires (Wang et al., 2010) (Si et
al., 2013) et les cancers bronchiques (Wang et al, 2011) (Sanfiorenzo et al., 2013),
Contrairement & ce que nous avons observé dans le CMT, I'augmentation du miR-21
semble corrélée d une diminution de miR-199a dans ces derniers types tumoraux. Ces
études mentionnent également une relation a la survie globale des patients, critéres que
nous n'avons pu étudier ici par manque d’'effectif.

De ftelles modifications ne sont pas spécifigues aux pathologies tumorales : une
augmentation conjointe de miR-21 et de miR-199a est observée dans les situations
d'hypoxie (anomalie cardiovasculaire, infarctus du myocarde, hypoxie foetale) et

diverses réactions inflammatoires.
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Une augmentation isolée de miR-199 sérique est observée en cas d'endométriose (W.-T.
Wang et al., 2013) et de syndrdbme aigl de maladie du greffon contre I'hdte (Xiao et al.,
2013).

De nombreux articles font état de I'utilisation de la quantification du miR-21 en tant que
marqueur circulant des tumeurs, mais la grande hétérogénéité des résultats obtenus, y
compris dans les mémes sous-types tumoraux démontre une nécessité d'amélioration des
procédures pré-anlytiques et analytiques, et notamment une meilleure prise en charge du
prélevement a analyser (conditions de centrifugation, d’acheminement, de délai de
traitement), et une définition optimisée des normalisateurs a utiliser.

De plus, la biologie des microARN n’étant pas entierement élucidée, nous ne connaissons
pas les sources possibles de ces acides nucléiques circulants. Pour exemple, les cellules
sanguines (érythrocytes ou leucocytes), en cas de lyse, pourraient expliquer les différences
observées (Pritchard et al., 2012). Aussi, il convient de rester prudent sur les conclusions

portées devant des tels résultats.

Nous savons maintenant que les microARN sont abondants et aisément quantifiables
dans le sang. lls semblent protégés de I'action des nucléases, soit par encombrement
stérique en raison d'un attachement & une protéine chaperonne (possiblement Ago), soit
par isolation dans des microvésicules, exosomes ou corps apoptotiques (Figure 42).

Si le relargage de vésicules ou d'acides nucléiques libres par les cellules en apoptose ou
en nécrose semble aléatoire, il est maintenant établi que les exosomes libérés par les
cellules sécrétrices présentent un contenu spécifique, non dépendant de I'expression
cellulaire en microARN (Mittelbrunn et al., 2011). De plus, les particules libérées sont
capable, par un mécanisme d’'endocytose, de transférer leur contenu & des cellules
récépftrices (Montecalvo et al., 2012), et plus particulierement des protéines et des petits
ARN (Stoorvogel, 2012). Ce mécanismes est utilise, entre autres, par certains virus (Pegtel et
al, 2010). Ceftte spécificité de chargement constitute un nouveau modéle de
communication inter-cellulaire, et confere aux microARN un réle de signaux de régulation
systémiques importants.

Les cellules cancéreuses seraient également capables de libérer de telles vésicules,
expliquant les mécanismes paracrines, le dialogue avec le systeme immunitaire ou encore

les effets by-stander observés dans certaines tumeurs (Kahlert and Kalluri, 2013).
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FIGURE 42 : ORIGINE DES MICROARN CIRCULANTS

Les cellules parafolliculaires sont des cellules sécrétices d'un grand nombre d’hormones,
et cette spécificité nous laisse penser qu'elles puissent étre aptes & sécréter des exosomes.
Nous I'avons vérifié par ultracentrifugation du surnageant de culture de lignée TT et avons
retrouvé une quantité non négligeable de telles vésicules. Ces particules expriment d leur
surface les tétraspanines CD9 et CD63, ainsi que le récépteur RET et la calcitonine. Ces
arguments seront utilisés par la suite pour isoler les exosomes issus de tumeur CMT a partir

de sérum de patient, afin d'en évaluer le contenu en microARN.

En conclusion, I'analyse de I'expression des microARN dans les tumeurs de type CMT nous
montre, une fois encore, la relative homogénéité moléculaire de ce type tumoral. Trés peu
de microARN semblent dérégulés en fonction des critéres cliniques, et bien que I'étude ait
été menée sur 49 tissus, seule la comparaison relative a l'invasivité des tumeurs s’est
révélée significative. Celle-ci nous permet tout de méme de définir des marqueurs
tissulaires, mais aussi et surtout circulants (plus facile d’accés et permettant des mesures
répétées) d’invasivité et de pronostic du CMT, quantifiables a I'aide de méthodes sensibles
et spécifiques.

Nous chercherons, dans la partie suivante, quels sont les fonctions particuliéres de deux
de ces marqueurs : le miR-21, sur-exprimé dans les tissus invasifs et dans le sérum de

patients ; et le miR-129, suivant la régulation inverse.
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4.3. ETUDE FONCTIONNELLE DES MIR-21 ET MIR-129 DANS LES
LIGNEES TT ET MZ-CRC1

4.3.1. Objectifs

Nous avons tenté d'élucider le role spécifique tenu par les microARN miR-21 et miR-129
dans I'oncogenese du CMT et essayé d'établir un possible lien avec les modifications
franscriptomiques précédemment observées, par transfection dans nos modéles
cellulaires TT et MZ-CRCI1.

4.3.2. Matériel et méthodes

Dans I'objectif de mieux comprendre les implications fonctionnelles des microARN révélés
par les expérimentations précédentes, nous avons réalisé une transfection transitoire des
formes précurseurs mir-21 et mir-129 (Pre-miR™ miRNA Precursors — Ambion), ainsi que d'un
antagoniste du miR-21-5p (LNA Anfi-miR™ miRNA Inhibitor - Ambion), dans nos modeles
d’etude cellulaires TT et MZ-CRCI1.

Toutes les analyses ont été réalisées parallelement avec les contréles synthétiques pré-mir-
NEG (Pre-miR™ miRNA Precursor Negative Confrol #1- Ambion), et anti-miR-NEG (Anfi-
mMiR™ mMIRNA Inhibitor Negative Control #1 — Ambion), en respectant strictement les

conditions d'expérimentations.

Ce type de tranfection n’ayant jamais été réalisée dans les modeles cellulaires TT et MZ-

CRCI1, nous avons d0, dans un premier temps, en définir les modalités.

Les premieres étapes de cette mise au point ont été réalisées a I'aide du précurseur mir-
1, transformé apres fransfection en miR-1 mature par I'enzyme Dicer endogene, et
inhibant par dégradation I'’ARNm ubiquitaire PTK? (Twifilin 1).

Nous avons établi que la fransfection devait étre réalisée sur des cellules adhérentes
présentant une confluence d’'environ 80%, en présence de sérum. Les agents tfransfectant
de type lipidigue siPORTM NeoFX™ (transfectant en phase liquide recommandé pour une
application aux microARN - Life Technologies) et Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) ont

montré des efficacités de transfection similaires dans les 2 lignées. Nous avons privilégié
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par la suite le réactif Lipofectamine® 2000, plus adapté aux cellules adhérentes,
permettant une incubation longue sans cytotoxicité (24h dans notre cas) et régulierement
utilisé dans notre laboratoire. Les concentrations d’ARN synthétique & infroduire ont été

fixées empiriquement & 20 nmol/L pour les précurseurs et & 100 nmol/L pour I'antagoniste.

L’effet des microARN miR-21 et miR-129 dans nos modéles cellulaires TT et MZ-CRC1 a été
observé aprés incorporation transitoire de précurseurs de forme tige-boucle, clivés au
niveau cellulaire en formes matures, reproduisant I'action des microARN endogéenes par
inhibition ou dégradation de cibles ARNm. Ce plan expérimental a nécessité des étapes

de validation de méthode d plusieurs niveaux.

Premierement, nous devions controler la quantification spécifique des formes matures,
dont la séquence nucléotidique est également présente dans les formes précurseurs. Une
PCR guantitative dessinée pour quantifier la forme miR-21-5p, dont le principe est exposé
en Annexe 6 (TagMan® MicroRNA Assay ID#000397 - Applied Biosystems), a été réalisée
dans des conditions semblables & celles utilisées ultérieurement, sur différentes solutions
aqueuses de nucléotides de synthese (a 20 nM). Celle-ci se révele fortement positive pour
la solution de particules mirVana® miRNA mimic (Ambion). Ces nucléotides double brin,
utilisés précédement pour la constitution des gammes de calibration et assimilés a des
formes matures, servaient de contréles positifs.

Aucun signal n'a été détecté (apres 40 cycles d’amplification) pour les contréles négatifs
H20 et pré-mir-NEG. Un signal tardif, considéré comme aspécifique, est observé pour la

solution de précurseur mir-21 (Table 11).

Concentration Ct miR-21-5p

miR-21 "mature" (mirVana mimic) 20nM 8.6
pré-mir-21 (miRMNA precursor) 20nM 38,3
pré-mir-NEG (miRNA precursor) 20nM =40
H20 - =40
cellulesTT - 23,7
TABLE 11 : CONTROLE DES INTERFERENCES DE DETECTION DE LA METHODE DE QUANTIFICATION
UTILISEE

Deuxiemement, nous devions nous assurer du clivage strictement intracellulaire des
précurseurs. Pour ce faire, nous avons réalisé la quantification de miR-21-5p sur des
échantillons de cellules traitées différentiellement avec I'agent transfectant et/ou le

précurseur (Figure 43). La quantification réalisée sur les cellules au contact du précurseur
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mais sans agent transfectant montre des valeurs similaires aux cellules cultivées de
maniere ordinaire. Nous noterons tout de méme que la mise en contact des cellules TT

avec I'agent transfectant seul induit une modification d’expression de miR-21 (RQ=5).

[RQ miR-21 / miR-26b |

lgz Cellules T 122 Cellules MZ-CRC1
00,0 800,0
00 700,0
600,0 B
000 500,0
400,0 o
300,0 S
200,0 200,0
1000 .
100 100
00 00
= + = + Lipo = + - +
- - + + pré-mir-21 20nM - - + +
R Qﬁ= 1 Rg 1

FIGURE 43 : QUANTIFICATION DE MIR-21 APRES TRANSFECTION DE SON PRECURSEUR

Troisiemement, nous devions évaluer la durée de sur-expression effectivement induite par
une transfection unique et transitoire de précurseur. La transfection du précurseur mir-21
induit une sur-expression de la forme mature miR-21-5p de maniere stable, pendant au
moins 6 jours (144h) dans nos 2 modeles d'études (Figure 44). Pour rappel, le temps de
doublement de nos populations cellulaires a été évalué a plus de 90h pour chacun de

nos modeles.

RQ miR-21/RNU44

10000 Cellules TT o 10000 Cellules MZ-CRC1
W pré-mir-NEG 20nM

pré-mir-2120nM

1000 1000

100 = _ - 100 - = I
10 10
1 RQ : moyenne +/-SD 1

O BF OF OF OF Dpeecceiy OF B8 B O B
0,1 0,1

8h 24h 48h 72h 96h 144h 8h 24h 48h 72h 96h 144h

FIGURE 44 : SUR-EXPRESSION DE MIR-21 APRES TRANSFECTION TRANSITOIRE DANS LES CELLULES TT
ET MZ-CRCI1

Enfin, nous devions vérifier la possibilité d'observer I'effet biologique d’'un microARN
exogeéne sur les niveaux d’expression de transcrits endogénes, cette notion étant pour le
moment controversée. En effet, si chez I'Homme la déstabilisation sans dégradation de la
cible est le mécanisme théorique d'action des microARN endogenes, certaines

publications ont montré qu’en pratique et dans la majorité des cas, le niveau d’expression
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ARNmM est également impacté parl'apport exogene de ces particules (Hendrickson et al.,

2009) (Guo et al., 2010) (Rooij, 2011). L'utilisation du pré-miR-1 dans les conditions de

transfection similaires a celles employées par la suite induit, dans nos 2 modeles cellulaires,
une diminution de sa cible directe PTK? (ARNmM) de plus de 80% & 96h (Figure 45).

PTK9 (ARNm)

1.5 1.5
Il pré-miR-NEG 20nM
.02» @ [ pré-miR-1 20nM
= B
- )
= i
L2 =]
[ w
g 3
o =
i &

48H 96H 48H 98H

Cellules TT Cellules MZ-CRC1

FIGURE 45 : REGULATION DE PTK9 INDUITE PAR L’APPORT DE MIR-1 EXOGENE

Enfin, plusieurs types d'études fonctionnelles apres transfection efficace de pré-mir-21,

pré-mir-129 et anti-miR-21 sur les cellules TT et MZ-CRC1 ont été établies :

v' Les niveaux d’'expression des miR-21-5p et miR-129-5p ont été vérifiés par PCR

quantitative, en utilisant le contréle endogéne miR-26b, sur des ftriplicats
biologiques et des duplicats techniques.

Les niveaux d'expression de cibles potentielles précédemment décrites de miR-21
ont été évalués par PCR quantitative (PTEN, PDCD4 - contréle endogene ARN
ribosomique 18S) et western-blot (PTEN, AKT/pAKT, STAT3/pSTAT3 — confrdle de
charge vinculine), a partir des mémes échantillons que précédement.

L'ensemble des régulations transcriptionnelles induites par les conditions de
transfections (G 48h et 96h post-transfection) ont été étudiées par technique
transcriptomique utilisant les puces SurePrint® G3 Human Gene Expression 8x60K v2
Microarray (G4858A-039494 - Agilent Technologies). Cette expérimentation a été
réalisée sur des friplicats biologiques, hybridés de maniere comparative (protocole
dual color sans dye-swap) au pool des triplicats références correspondants (pré-
mir-NEG ou anti-mir-NEG). Apres lecture des lames, la qualité des données a été
analysée avant et aprés normalisation gréce au logiciel arrayQualityMetrics

(www.bioconductor.org), permettant d'éliminer 3 lames présentant des résultats

abérrants (correspondant a 3 conditions différentes de transfection pré-mir-129).

Les valeurs manguantes ont été remplacées par la méthode des plus proches
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voisins (KNN) et les données ont été réduites par établissement de la médiane des
signaux obtenus pour toutes les sondes d’'un méme transcript. Les résultats des
réplicats ont ensuite été moyennés. L'analyse des voies et génes régulés a ensuite
été établie & I'aide du logiciel Ingenuity  Pathway  Analysis
(http://www.ingenuity.com/).

La viabilité et la prolifération cellulaires ont été estimées par test colorimétrique au
sel de tétrazolium (WST-1 — Roche).

La répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire et
I'évaluation du nombre de cellules en apoptose ont été étudiées par cytométrie
de flux apres marquage a l'iodure de propidium (Invitrogen) et comarquage
iodure de propidium/annexine V (FITC Annexin V Apoptosis Detection kit Il — BD
Plasmingen) respectivement.

La production d’espéces réactives de I'oxygene a été vérifiée aI'aide de la sonde

H2-DCF (Molecular Probe) puis lecture microscopique.
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4.3.3. Résultats

% FONCTIONS DU miR-21 DANS LES CELLULES DE CMT

L'analyse fonctionnelle des miR-21 et miR-129 a été réalisée dans les modéles cellulaires TT
et MZ-CRC1, présentant tous deux une mutation de I'oncogene RET. Pour rappel, la lignée
TT porte une mutation p.Cysé34Arg, entrant dans le groupe a risque intermédiaire ATA-C,
et la lignée MZ-CRC1 porte une mutation p.Met918Thr représentative des tumeurs a haut
risque ATA-D.

Nous pouvons, grdce aux données obtenues précédemment en transcriptomique et en
PCR quantitative, évaluer le niveau d’expression basal de miR-21-5p dans ces lignées
cellulaires. Celui-ci semble faible comparativement aux échantillons tumoraux pour la
lignée TT (résultats obtenus sur différents extraits nucléiques), et prés de 10 fois supérieur
dans la lignée MZ-CRC1 (évaluation en PCR quantitative - Figure 46). De ce fait, nous
avons par la suite évalué I'impact fonctionnel d'une sur-expression de miR-21 dans la

lignée TT et celui d'une dérégulation, sur- ou sous-expression, dans la lignée MZ-CRC1.

5 ==. cellulesTT
==+ cellules MZ-CRC1

Expression relative (qPCR)
(]

CMT in situ CMT invasif

FIGURE 46 : EXPRESSION BASALE DE MIR-21 DANS NOS MODELES D'ETUDE

Le miR-21 est un oncomir activement étudié, et il a été rendu responsable de la régulation
de frés nombreuses cibles, entrant dans divers mécanismes oncogéniques. Les plus
connues d'entres elles étant PTEN (Phosphatase and Tensin homolog, antagoniste de la

PI3 kinase ; et PDCD4 (Programmed Cell Death 4), modulateur de I'apoptose.

Dans un premier temps, nous avons évalué I'impact global de la sur-expression de miR-21
sur le franscriptome cellulaire, afin d’en définir les cibles directes ou indirectes. Par la suite,
nous avons analysé la régulation de PTEN (ARNm et protéine) et de PDCD4 (ARNm) dans
nos modeles cellulaires tres spécifiques. Enfin, nous avons vérifié les conséguences
fonctionnelles de cette dérégulation, au niveau de la prolifération, du cycle cellulaire et

de I'apoptose des cellules TT et MZ-CRC1.
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La fransfection du précurseur mir-21 induit, au niveau cellulaire, une augmentation de la
forme mature miR-21-5p d'un facteur supérieur a 1000, a 48h et 96h apres transfection
(Figure 47).

Rappelons que ce niveau d'expression, situé bien au-deld des niveaux observés pour la
plupart des microARN endogenes, ne reflete pas la quantité de particules liées aux
protéines Ago. La fraction de ces molécules fonctionnelles a été évaluée — par un fravail
réalisé sur des cellules de cancer mammaire MDA-MB-231 transfectées par le pré-miR-
200a - & moins de 10% (Thomson et al., 2013).

L'analyse franscriptomique globale révele peu de transcrits impactés par cette sur-
expression : 105 et 70 ARNm présentent un facteur d’'expression différentielle de 1,5 (p-
value gjustée <0,05) a 48h et 96h respectivement.

A 48 heures post-fransfection, les fonctions de motilité, de croissance et de prolifération
cellulaires semblent activées. En revanche, la mort cellulaire et I'apoptose seraient
inhibées. Au niveau moléculaire, la voie PI3K/Akt est activée, avec une sur-expression de
lintégrine B1, de la protéine HSP90, du polypeptide 14-3-3 et une diminution
transcriptionnelle de la protéine chaperonne TSC1 (Hamartine) (Annexe 9).

A 96 heures, les effets sur les fonctions cellulaires semblent atténués, a I'exception des
mecanismes de communication cellule-a-cellule et de recrutement et d’activation du
systéme immunitaire. Les principales voies moléculaires activées correspondent a celles
du signal TGF et a la présentation de I'antigéne aux cellules leucocytaires, avec en
particulier une augmentation des ARNm du TGFg2, de la calréticuline et des molécules du
CMH de classe | alpha. La voie de réponse au stimulus de la vitamine D est également
impactée, avec une augmentation de I'expression de I'ostéopontine, ainsi que la voie
Notch, avec une augmentation de HES4 d'un facteur 2 (Annexe 9).

Les genes les plus amplement dérégulés dans cette condition de transfection sont

indiqués en Annexe 10.

L'analyse des niveaux d’expression spécifiques de PTEN et de PDCD4 montre une faible
modification de leur expression en terme de transcrits. En revanche, PTEN est sous-exprimé
au niveau protéique et la sur-expression de miR-21 entraine une phosphorylation de

I'effecteur AKT et du facteur de franscription STAT3 (Figure 47).
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Enfin, au niveau fonctionnel, nous observons une augmentation de la prolifération, sans

modification de répartition des cellules dans le cycle cellulaire (Figure 47).

L'étude de I'apoptose par marquage des phosphatidylsérines s'est révélée impossible a

réalisée ici : les cellules TT présentent une positivité a I'annexine V, quelques soient leurs

conditions de culture ou de traitement (données non présentées).
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FIGURE 47 : REGULATION DE PTEN ET PDCD4 PAR MIR-21 DANS LES CELLULES TT
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Nous avons obtenu, en fonction des conditions de transfection, une sur-expression de miR-
21 de plus de 100X et une inhibition de celui-ci de plus de 50% (Figure 49). A fitre indicatif,
le niveau d'expression de miR-21-5p obtenu a 96h apres transfection de son inhibiteur dans

les cellules MZ-CRC1 est comparable a celui de Ia lignée TT non transfectée.

En conditions de_sur-expression, I'analyse transcriptomique globale révéle 63 transcrits

significativement dérégulés, a 48h aprés transfection. La motilité, le développement
cellulaire et les communications cellule-a-cellules semblent significativement dérégulées
(Figure 48). Les transcrits notables sous-exprimés étant les histones TH (HIST1H -4A, -1B, -
2AA, -1D et -1E), le récépteur a I'éphrine B1, la catalase, la NADH co-enzyme Q réductase
et les protéines MRE11 et SMC1 de la voie de signalisation ATM.

A 96h enrevanche, aucune modification significative du tfranscriptome global des cellules
ne peut étre définie (seuls 2 transcrits présentant un facteur différentiel supérieur a 1,5),

malgré une trés bonne qualité d’analyse des biopuces.

L'analyse des niveaux d'expression de PTEN et de PDCD4 montre une diminution discrete
de leurs transcrits, & 48h post-transfection. Comme pour les cellules TT, nous notons dans

cette condition de transfection une activation d’AKT et de STAT3 (Figure 49).

Au niveau fonctionnel, I'étude de la répartition des cellules dans les phases du cycle
cellulaire nous révéle que la majorité des cellules se trouvent en phase Go/G1, élément
possiblement indicateur de cellules en quiescence.

La détection des espéeces réactives de I'oxygene (ROS) par marquage au DCF montre
une augmentation de leur production, dans foutes les cellules au niveau cytoplasmique,
frés marquée pour quelques unes d'entre elles au niveau périnucléaire a 140 heures post-

fransfection (Figure 50).

En conditions de_sous-expression, I'analyse franscriptomique globale ne révéele aucun

transcrit significativement dérégulé. Si I’ ARN messager PTEN semble sous-exprimé en PCR
quantitative, aucune conclusion ne peut étre portée au niveau protéique au sujet de
I'état d’activation d’AKT et de STAT3 (Figure 49). Enfin, au niveau fonctionnel, nous
observons une majoration des cellules apoptotiques induisant une diminution de la

prolifération cellulaire 140 heures apres transfection (Figure 49).
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Molecular and Cellular Functions p-value # Molecules Top canonical pathways p-value Ratic
Cell-Te-Cell Signaling and Interaction 8,93E-05 - 2,93E-02 9 Granzyme A Signaling 1,34E-05 3/20 (0,15)
Cellular Assembly and Organization 8,93E-05 - 3,04E-02 13 Mitochondrial Dysfunction 8,01E-03 3/215 (0,014)
Cellular Movement 8,03E-05 - 2,93E-02 10 ATM Signaling 9,68E-03 2/66 (0,03)
DMA Replication, Recombination, and Repair  8,93E-05 - 3,08E-02 B Mitotic Roles of Polo-Like Kinase  1,2E-02 2/74 (0,027)
Cellular Development 5,33E-04 - 2,93E-02 18 Protein Kinase A Signaling 1,45E-02 4/409 (0,01)

FIGURE 48 : PRINCIPALES OBSERVATIONS TRANSCRIPTOMIQUES OBSERVEES APRES SUR-EXPRESSION
DE MIR-21 DANS LES CELLULES MZ-CRC1
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FIGURE 50 : EVALUATION DE LA PRODUCTION DE ROS INTRACELLULAIRES APRES SUR-EXPRESSION
MIR-21 DANS LES CELLULES MZ-CRC1

% FONCTIONS DU miR-129 DANS LES CELLULES DE CMT

Le niveau d'expression basal de miR-129-5p dans les lignées cellulaires TT et MZ-CRC1 est
faible, considéré comme négatif en technique franscriptomique pour les cellules TT et 4
fois plus faible en PCR quantitative pour les cellules MZ-CRC1 (Figure 51).

Nous présenteront ici I'impact fonctionnel de la sur-expression de mir-129 sur le
franscriptome global des cellules.
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FIGURE 51 : EXPRESSION BASALE DE MIR-129 DANS NOS MODELES D'ETUDE
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La transfection du précurseur pré-mir-129 permet une sur-expression nette de miR-129-5p
dans les cellules TT, & 48h et 96h apres transfection (données non présentées). 206 et 189

transcrits sont régulés suite & cette modification.

A 48h, la croissance et la prolifération cellulaires sont inhibées, et les voies de mort
cellulaire sont activées. Les systémes de transcription du génome sont globalement moins
fonctionnels.

Au niveau moléculaire, les contréleurs du cycle cellulaire CHK1, MCM7, RAD17 ainsi que
MYC et |'effecteur de p53 PERP sont sous-exprimeés. Le cluster d’histones 1H4, le facteur de
sortie de cycle et de différentiation neuronal CEND1 et le modulateur de I'autophagie
DRAMT1 sont sur-exprimés.

Nous remarquons une augmentation nette des signaux de mort des cellules
embryonnaires (Figure 52).

Les récepteurs PDGFRA et le calcium-sensor CaSR sont sous-exprimés, alors que le
récepteur neurotrophique NTKR3, le récépteur a la leptine LEPR et le récépteur

dopaminergique DRD5 sont sur-exprimés.

A 96h, nous observons, en sus d'une diminution de la motilité cellulaire, un fort impact sur
les voies de régulation métaboliques, avec des indices suggérant un fort catabolisme :
diminution des lipides, du glucose et des hormones stéroidiennes intra-cellulaires,
augmentation de I'import du glucose, de la glucokinase et de I'AMP cyclique et

augmentation du fransport moléculaire.

Les transcrits notables dérégulés par cette condition de transfection d 48h et 96h sont

indiqués en Annexe 11.

Aucune variation du transcriptome des cellules MZ-CRC1 secondaire d la transfection
efficace du miR-129 n'a pu étre observée dans nos conditions expérimentales. Seuls les
transcrits de la somatostatine SST (sur-exprimé) et du petit ARN nucléaire 75K (sous-

exprimé) présentent un facteur différentiel d’expression significatif et supérieur a 1.5.
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4.3.4. Discussion

Le microARN miR-21 est un oncomir trés étudié, et un grand nombre de ses cibles ont été
validées au niveau expérimental. Il régule, dans une méme cellule, plusieurs dizaines de
transcrits intervenants a tous les niveaux du métabolisme cellulaire et est, de cette facon,
impliqué dans toutes les caractéristiques du cancer. Sa sur-expression est observée dans
un grand nombre d'états tumoraux (cancer du sein, de la prostate, cancer bronchique
non & petites cellules, cancer gastrique ou encore adénocarcinome pancréatique), et
notamment dans les glioblastomes (Buscaglia and Li, 2011) (Ma et al., 2012). ll est également
retfrouvé sur-exprimé dans des situations non-cancéreuses (par exemple en cas de

maladies cardiovasculaires) ou encore en situation physiologique.
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FIGURE 53 ;: CIBLES DE MIR-21 EXPERIMENTALLEMENT VALIDEES.
D'apres (Buscaglia and Li, 2011).

Dans notre collection de tumeurs, I'expression de miR-21 est corrélée au degré d'invasivité
histologique des CMT. Cette distinction est conservée quelque soit le type de tissu étudié,
et nous avons retrouvé ce microARN au niveau circulant en forte quantité, aisément
quantifiable. Son niveau d'expression est en revanche assez faible dans nos lignées

cellulaires.
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La sur-expression de miR-21 dans la lignée TT induit dans un premier temps I'activation de
la voie PIK3/Akt, possiblement par le biais de PTEN. Cette observation a été confirmée au
niveau protéique et transcriptomique. La voie du TGF est ensuite activée, et les systemes
de communication inter-cellules, de recrutement et d’activation des leucocytes avec
présentation d'antigenes semblent (d'un point de vue franscriptomique) augmentés. Au
niveau fonctionnel, nous observons une augmentation de la prolifération cellulaire, sans
modification du cycle cellulaire. Nous observons également une activation de STATS3,
régulateur transcriptionnel de MIR21, suggérant, dans notre modele cellulaire, I'existance

d'une boucle d’'activation par miR-21.

Les effets observés dans les cellules MZ-CRC1 sont les mémes au niveau protéique, a savoir
une activation nette d’AKT. Au niveau franscriptomique, nous observons une diminution du
systeme de détoxification des especes réactives de I'oxygene, confimée par
I'observation d'une augmentation des ROS & 140 heures post-tfransfection. Les histones TH
et la voie ATM (systeme de contréle des cassures double-brin faisant suite d un choc
ionisant, par exemple) sont sous-exprimées. Aucune augmentation de la prolifération n'a
été observée sur ces cellules apparement dans un état quiescent. Mais en revanche,
I'inhibition de miR-21 semble induire I'apoptose de ces mémes cellules.

Ainsi, nous confirmons I'effet pro-prolifératif, pro-inflammatoire et anti-apoptotique du miR-

21 dans notre systéme d’étude.

Contrairement d miR-21, peu de cibles ont été expérimentalement validées pour le
microARN miR-129, a I'exception de SOX4 et de CDKé.

Le mir-129 est retrouvé diminué dans les CMT, et non quantifiable dans les formes invasives.
L'induction de son expression dans les cellules TT provoque une diminution des signaux de
croissance et de développement cellulaire, et favorise la sortie du cycle cellulaire. Dans
un second temps, une augmentation notable du métabolisme cellulaire est observée.
L'unigue modification observée dans les cellules MZ-CRC1 suite a la transfection de pré-
mir-129 est I' augmentation de la transcription du gene codant pour la somatostatine.
D’aprés ces résultats préliminaires, miR-129 semble provoquer I'arrét du cycle cellulaire,
pour conduire les cellules vers un état différencié, avec un catabolisme et une activité

sécrétoire trés augmentés.

Par cette validation fonctionnelle, nous confirmons le réle de miR-21 (sur-exprimé dans les

tumeurs invasives) et miR-129 (sous-exprimé dans les tumeurs invasives) dans les
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mécanismes oncogéniques et le développement métastatique du CMT, a l'instar de ce

qui a déja été décrit dans d’autres modéles :

Ces 2 microARN agissent de maniere antagoniste sur le cycle cellulaire, par
inhibition respective de CDC25A (Wang et al., 2009) et de CDKé (Wu et al., 2010) ;

En sus de son action infracellulaire, miR-21 médie une réponse immunitaire pro-
métastatique, apres relargage sous forme exosomale par la cellule tumorale, puis
internalisation et fixation aux récepteurs TLR (Toll Like Receptors) des cellules

immunitaires (Fabbri et al., 2012).

Enfin, si aucune donnée n'est actuellement disponible au sujet d'un éventuel lien
entre miR-129 et la différenciation neurale, celui-ci a déja été impliqué dans les
processus de plasticité et de réparation neuronale (Strickland et al., 2011).

Notons également que CDKS5, une cycline-dépendante kinase homologue de
CDKé, nécessaire aux développement neuronal et uniquement active dans les
cellules précurseurs pluripotentes, a été récémment décrite comme étant tres
fortement exprimée dans les CMT (Lin et al., 2007) (Pozo et al, 2013). Cet
évenenement serait lié au processus de développement métastatique des CMT.
Nous ne pouvons pas exclure que CDK5, de structure nucléotidique et amino-acide

trés proche de CDKé, ne soit pas également une cible de miR-129.
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Conclusions et perspectives

Le processus d'oncogenese et de progression tumorale repose sur I'accumulation
progressive d'anomalies génétiques et épigénétiques, qui conferent aux cellules pré-
cancéreuses puis cancéreuses des capacités anormales de prolifération et de survie.

Les avancées technologiques récentes, en particulier le développement des approches
de puces a ADN, de CGH et des techniques de séquencage a haut débit, permettent
aujourd’hui de définir le profil génétique d'une tumeur, de maniére précise et rapide.
Cet essor favorise les travaux de caractérisation moléculaire des tumeurs ayant pour
objectifs d'améliorer leur classification, de développer de nouvelles approches
thérapeutiques et d'identifier des biomarqueurs permettant d'optimiser la prise en charge
des patients.

Dans ce contexte, le fravail réalisé ici vise & compléter la caractérisation moléculaire des
CMT, tumeurs rares et peu souvent décrites, dans I'objectif d'en améliorer la prise en

charge par des stratégies thérapeutiques stratifiées.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons confirmé |la prévalence des mutations

HRAS et KRAS dans les CMT non mutés au niveau du géne RET.

Plus de 96% des tumeurs présentent I'un de ces 2 variants et ceux-ci ne sont jamais
retfrouvés conjointement dans un méme ftissu. Aucune autre mutation oncogénique
dominante (en terme de fréquence de variant), a I'exception d'un potentiel variant AKT2
dans une tumeur non mutée RET ou RAS, n'a été detectée. |l existe trés peu d’'évéenements
mutationels ponctuels additionnels. L'ensemble de ces observations suggere une faible
hétérogénéité moléculaire inter- et intfra-tumorale des CMT.

Les mutations activatrices des oncogenes RAS (refrouvées dans pres d'un tiers des tumeurs
sporadiques) démontrent que |'hyperactivation des petites protéines RAS constitue
I'élément initiateur commun a la quasi-totalité des tumeurs, par auto-activation ou par

médiation d'un signal provenant du récepteur a activité tyrosine-kinase RET non régulé.

Nous avons évalué I'impact phénotypique des variants RET et RAS dans le CMT.

Nos données confirment la stratification pronostique établie par I'ATA (American Thyroid
Association) en fonction du statut mutationel de RET, distinguant les groupes a risques
extrémes ATA-A (Gge au diagnostic avancé et dissémination métastatique limitée) et ATA-
D (&ge au diagnostic précoce et dissémination d'emblée systématique).

Nous monfrons que les patients porteurs d'une tumeur du groupe ATA-D, bien que de
pronostic péjoratif, présentent un meilleur taux de réponse aux traitements ITK tels que le

vandétanib.
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Les patients porteurs d’une mutation oncogénique RAS présentent quant a eux les mémes
caractéristiques (sinon meilleures) en terme d’age au diagnostic, de progression tumorale,
de rechute métastatique et de réponse au traitement que les patients porteurs d'une

mutation classée a risque ATA-A.

% Dans notre importante cohorte constituée de plus de 100 tumeurs, seuls 4 CMT n'ont
pas présenté de mutation dominante RET ou RAS. Un projet de séquencage de I'exome
complet de ces 4 tissus, réalisé a partir de prélevements FFPE sur une plateforme similaire
a celle utilisée pour les lignées TT et MZ-CRC1 (Hiseg™ lllumina®) est en cours.

De plus, une collection constituée de 29 tumeurs est actuellement en cours de
séquencage selon les mémes modalités, dans le cadre d'une collaboration

infernationale.

% A plus long terme, des études complémentaires d'association du statut mutationel des
tumeurs aux réponses a différentes drogues devraient étre menées. Celles-ci exigent la
constitution de protocoles a priori, permettant une homogénéisation de la prise en

charge des patients et une collecte prospective des échantillons.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons défini des anomalies chromosomiques

précoces et récurrentes, possiblement causales du CMT.

La délétion des chromosomes 1, 4 et 22 semblent étre trés spécifiques a ce type tumoral,
ou du moins aux tumeurs d’origine neurale.

Par analyse des pertes redondantes observées dans les modeles murins et dans les
tumeurs, nous avons établi la cartograpie du plus petit locus délété au niveau du
chromosome 1 humain. Il s’agit d'une région codant, entre autres, pour les genes HDACT,
EYAS3, FGR, FGR, PAX7, EPHAS8, EPHB2 et CDC42.

La perte de matériel génomique est importante et définit un trés grand nombre de génes

suppresseurs de tumeurs potentiellement incriminés dans le développement du CMT.

A I'heure actuelle, ces observations ne peuvent étre reliées d des évenements
secondaires expliquant I'inactivation d’'un second allele de ces genes-candidats. Le profil
de méthylation globale des CMT et de la lignée TT a été décrit récemment par (Rodriguez-
Rodero et al., 2013). Celui-ci a été établi comparativement & des tissus thyroidiens sains, et
met en avant une hypométhylation des genes DPPA2 et INSL4 (situés au niveau du
chromosome 3 et 9), dans 30% et 60% des tumeurs respectivement. Une hyperméthylation

du gene RASSFIA (chromosome 3) est observée dans 40% des cas.
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L'implication du mécanisme d’'empreinte parentale dans les tumeurs de type CMT a été
évoquée précédemment par (Carlson et al., 1994) (Peretz et al., 1997) : les mutations
germinales de novo de I'oncogene RET impliquent toujours le brin parental d’origine
paternelle. En revanche, aucune donnée concernant d’'autres genes soumis au
mécanisme d'empreinte dans ce type cellulaire n'est disponible au moment de la
rédaction de ce mémoire.

Un travail récent portant sur des tumeurs proches des CMT, les paragangliomes, a montré
une licison de tels mécanismes a la régulation transcriptionnelle du géne SDHB. Ce géne
est localisé en 1p36.13, & proximité immédiate de notre locus d'intérét, et est impliqué

dans la prédisposition au développement de telles tumeurs (Baysal et al., 2013).

% e travail présenté dans cette partie a été réalisé en collaboration avec les équipes du
NCI et de I'Université de Milan. Celui-ci aboutira a une publication, actuellement en

cours de rédaction.

% A l'instar de ce qui a été montré dans d'autres types tumorauy, il semblerait intéressant
de coréler les pertes de matériel génomiques observées a des évenements
secondaires, tels que des régulations épigénétiques (méthylation, empreinte parentale,
régulations post-transcritpionnelles et post-traductionnelles...) dans les tumeurs de type
CMT.

Enfin, dans la troisieme partie de ce travail, nous avons analysé les modalités d'expression

des microARN dans ce type de tumeurs. Nous avons identifié une signature d'invasivité,
indicatrice d'une dérégulation du cycle cellulaire dans sa phase Go/Gi, d'une
augmentation du traffic aux membranes possiblement liée au mécanisme de migration
cellulaire, et de la présence éventuelle de précurseurs embryonnaires.

L'analyse fonctionnelle de 2 microARN particuliers, le miR-21 et le miR-129, révele une
implication forte de la voie PI3K/AKT dans le pouvoir métastatique, ainsi qu'une capacité

accrue d la communication entre les cellules.

% [es observations établies dans cette derniere partie ouvrent la voie d de nombreux axes
de recherche. Il serait effectivement intéressant de vérifier la présence de cellules
précurseurs embryonnaires dans nos modeles d’'étude ainsi que dans les tumeurs
humaines et d'en vérifier la corrélation au phénotype de la maladie. Enfin, la mise en
évidence d’'une implication forte de la voie PI3K/AKT dans le processus métastatique
suggere une possibilité de stratégie thérapeutique additionnelle aux ITK, qui devrait étre

étudiée prochainement.
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Ainsi, I'ensemble des observations établies permettent de compléter le diagramme du
modeéle hypothétique de développement tumoral des cellules C de la thyroide, proposé

antérieurement par (Ameur, 2008) (Figure 54).
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FIGURE 54 : MODELE HYPOTHETIQUE DE L'ONCOGENESE MOLECULAIRE DES CMT

Jusgu'a récemment, aucune anomalie moléculaire n'était prise en compte pour initier un
fraitement de type inhibiteur de tyrosine kinase chez un patient porteur de CMT. Or, nous
montrons que les mutations oncogéniques RET ATA-A/B/C, RET ATA-D et RAS conferent des
phénotypes et des activations de signaux intracellulaires trés différents. Notamment, les
tumeurs présentant un génotype ATA-D semblent répondre le mieux aux ITK, alors que les
mutations des genes HRAS et KRAS - découvertes il y a peu - conférent une résistance

primaire & ces drogues et doivent maintenant étre appréhendées.

Ce fravail a donc permis de distinguer 3 cas de figure pour la mise en place d'une thérapie
‘stratifiée’du CMT (Figure 55) :

- Les mutations situées au niveau du domaine extramembranaire de RET induisent
une phosphorylation constitutive du récepteur, conduisant d une activation
canonigue de I'ensemble des voies en aval (JAK/STAT, PI3K/AKT et RAS/MAPK). Les
tumeurs présentant ce génotype ne répondent pas totalement aux ITK, et il
conviendrait d’envisager une alternative thérapeutique permettant I'inhibition
concomittante de ces 3 voies pour ce type de CMT.

- Les mutations RAS activent les mémes voies, a I'exception de la voie JAK/STAT.
Dans ces cas, nous pourrions envisager d'inhiber les voies PI3K/AKT et RAS/MAPK

par une combinaison de drogues ciblant MEK et mTOR par exemple. Notons que
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desinhibiteurs de RAS sont en cours de criblage et pourraient étre développés dans
les années a venir.

- Enfin, les mutations de type ATA-D (RET codons 9218 ou 883) provoquent une
hyperphosphorylation au niveau de la tyrosine 1062, ainsi qu'une perte de
spécificité au substrat. Dans ces cas, la voie PI3K/AKT semble jouer un réle majeur
et pourrait étre considérée comme une cible additionnelle aux ITK, auxguels ce

type de génotype semble sensible.
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FIGURE 55 : MODALITES DE TRAITEMENT EN FONCTION DE LA MUTATION ONCOGENIQUE
DOMINANTE DU CMT

Enfin, il est aisé d'imaginer d'autres voies de recherche pour le traitement des formes
métastatiques, a savoir I'inhibition des dynamines (semblant étre dérégulées dans les
tumeurs agressives) ou encore I'inhibition de miR-21 par un antagoniste (provoquant

I'apoptose des cellules de CMT).

En conclusion, notre objectif était de caractériser les anomalies moléculaires présentées
par les tumeurs de type CMT, afin d’en distinguer des marqueurs pronostiques a priori de
développement métastatique.

Sur un plan biologique et dans ce but, nous avons montré que les microARN étaient
d'excellents candidats, mais que les techniques pour les quantifier au mieux nécessitent
une adaptation pour leur usage utlérieur en clinique.

Sur un plan cliniqgue, nous avons complété la description des anomalies causales des
tumeurs non mutées pour RET et avons distingué les génotypes en fonction des leur
agressivité et de leur impact sur la réponse aux traitements de type ITK.

Enfin, sur le plan cognitif, notre travail met en lumiéere I'importance de I'intégration des
données de génomique dans un contexte systémique, tous les systemes étant inter-
connectés entre eux expression génique, expression des microARN, anomalies

structurales ponctuelles, pertes chromosomique, structure chromatinienne.
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Molécule active
Trastuzumab
(Herceptin®, Roche)

Bevacizumab
{Avastin®, Roche)

Cetuximab
(Erbitux®, Merc k Serono)

Panitumumab
(vectibix®, Amgen)
Erlotinib
(Tarceva®, Roche)
Gefitinib
(lresza®, Asiraleneca-Teva)
Crizofinib
(Xalkori®, Pfizer)
Imatinib
(Glivec®, Novartis)

Sorafenib
(MNexavar®, Bayer-Onyx)

Vemurafenib
{zelborai®, Roche-P lexxilon)

Olaparib
(aZD2281, AstraZeneca)

MNeture

anticorps monoclonal
antic orps monoclonal
anticorps monoclonal
anficorps menoclonal
inhikiteur de fyrosine-kinass

Inhibiteur de fyrosine-kinass

inhibiteur de fyrosine-kinase

Inhibiteur de fyrosine-kinase

inhibiteur de fyrosine-kinase

inhibiteur de sérine-
thréorine- kinase

nhibiteur de PARP

Cible
HER2

VEGF

EGFR

EGFR

EGFR

ALK

ROS1

BCR-ABL
c-KIT
FDGFR
VEGFR
PDGFR
BRAF

BRAF

PARP-1

Applic ations reconnues
carcinome mammaire asocié a une amplification HERZ
carcinorme mammaire, colorectal, rénal, ovarien

cancer de la t8te et du cou
carcinome colorectal métastafique exprimaont EGFR sans variant KRAS

carcinorme colorectal métastafigue exprimant BGFR sans variant RAS

carcinorme pancréatique
cancer bronchique non & petites cellules associé & une mutation activaince BGFR

cancer bronchigue non a petites cellules associé @ une mutatfion achivalnice EGFR

cancer bronchigue non & petfites cellules associé @ un réarangement ALK

leucémie myéloide chronigue asocige au chromosome Philodelohie

fumeur stromale gastro-intestinale exprmant c-KIT

syndromes myélo-dysplosiques/profiférafis associes a un rearangenment PDGFRa
carcinome rénal

hépatocarcinome métastatigue

mélanome métastafique associé a une mutation BRAF

cancer mammaire et/ou ovanen associé & une mutation BRCA,

ANNEXE 1 : PRINCIPALES THERAPIES PERSONNALISEES UTILISEES EN ONCOLOGIE EN FRANCE
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Genomes in the clinic: the Gustave Roussy Cancer Center

experience
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Jean-Charles Soria”*

The: sxtensive makcular characteriration of hemors with high
hroughpul technologies has led 1o the segmentation of
differen tumoes inte very smallmosoulasy daflined subgroups.
Many angoing dincal irials are conducied onty when spacific
moleculsr afterafions am identlfied in Lmor samples. in this
reviaw, wewil deseribe e Inplamentation of genome analyss
inihe clhical sefling as i has ependsd over the Last lour yesrs
in our Precision Meaicine Progaum. This maniscript will siso
highlight e main Emiatons and dhalenges relted to the
development of broader and desper genom e analysis
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Introduction

The extensive maolecular charmcterizaton of rumors wich
high throughput technologics has led w the scpmentation
of different namors into very small moleoularly defined
subgroups [1]. For example, lung sdenocarcimomas are
wow clamificd based on the presence of EGFR mutations,
EMLAALK randocations, as well as other alterations
such as KRAS muations, HERD amplification mus tion
[2]. Several new agents have been approved for uwse in
limrived subgroups of rtumers with specific molecular
shmormalitics. Ths evolution has led to the concept of
perspmalized medicine {also ermed precision medicine)
[3). Many ongoing clinical triak are conducted only when

specific molecular slemdons are idendfied in oomor
samples, We previously argued that conducting scveral
comecutive single-marker companion tests would not be
compatible with clinieal practice becamse of the limited
amount of bislogical materiel available, the intfmic
delays in cach amlysis, the overall cost and high screcning
Failure [4]. Several authors have advocated the need for
large multiplex appraches and clinical implem entation
of mext gencration sequencing (NGS) for soreening of
human mmor samples. Examples of such programs arc
reported in Table 1. Gusave Rowssy (GR), the brgest
French comprehensive canecer ccnter, has implementod
several molocular serecning prograny since 2009 w carich
clinical crials with pavients carrying specific molecular
abnormalitics in order w0 sceclerate the process of dg
developmsent for their benefic [5). Such programs are
conducted ot GR in parallel with the French National
Cancer Instituee (INCa) initdative for the analysis of
cmorging biomarkes [6,7] In this eview, we will
deseribe the implementation of genome analysis in the
clinical seming a5 it has cepanded over the last four years
in ouf Precision Medicine Program. This maouseript will
ako highlight the main limitrions and challenges relared
o the development of broader and deeper genome
amalysis.

Development of omic analysis through a
parsonalized program at Gustave

Roussy

The GR comprehensive malecular sereening program is
being developed 1o complement our hospinl's clinical
trials strategy. The main molecular thage rrials are shown
in Table 1. This whele initiative is suppored by a wariery
of funding sourees including: specific state granes, eolls-
borstive programs with bistech or pharmaccurical com-
panics @ well s philanthropic funding. The MSN
{Melanoms, Small cell and Non-small cell Tung cancer)
trial was launched in AW T is @ mono-centaic molooalar
serocning thal for mmor samples {cither achived or
newly collected) from paticnts with lung cancer and
mebinnmas [B]. The SAFIRO1 vral, which was hunched
in 2011 for patients with metsstatc bresst cancer and is
now chsed w recruitment, required dedicated frozen
tumer biopsy samples. SAF IR0 was sporsored by UNI-
CAMNCER, the Tormer French Federstion of Cancer
Centers and funded by INCa [9]. The upconing
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SAFIROZ rrials will use MNGS (70 gemes), OGH and
treatment arms according o molecular serecning resulrs
for paticnts with motastatic bresst and non-small cell hing
cancer. MOSCATO (MOlecular Sereening for Cancer
Treament Optimization), was bunched in 2002 Tt & a
man-contric molecular riage mial for carly phase 1
candidates and combines OGH array and sequencing of
a gene pand performed on frozen tumar biopsy samples
[1Wi]. The WINTHE R Trial was launched in 2003 Irisan
inemational nom-randomized molecular chage soudy
urdermaken by the WIN consomium, requiring dedicared
fromen tumor biopsy samples and normal matched dssuc
used o screen for muations, manslecations and copy
number varatons (CNV) hy NGS, completed with
RMNA and microBMNA explortion for mwmes without
actinnable dug wrges (R Kurerock & af, Commaani-
cation, WIN Corsortium, www.winood st o gL

Evolution of saequencing approaches in the GR
personalized medicine program

Since 2010, over 1300 pene panel sequencing analyses
have been performed in the sctting of the above-men-
tisned erials allowing s w aequite a wealth of experience.
Thiwe analyses were performed in paralle] with standsrd
gene witing done in the Maolecular Pathology Depare-
ment under the awspices of the INCa inidative on emer
ging biomarkers [7] which included over 3300 paticnts
{dara on colorectal cancer, lung cancer and melanoma )
The timeclines and related activites of those molecular
teats potformed at GR are summarized in Figure 1.

The initial appresch for muliplex gene muation sereen-
ing was tascd on cochniques deseribed by Sanger in 1977
[11]. Tt has been the gold standard for gene sequencing for
the bst decades. The Sanger approach was usad = e
reference from 2000 w0 20012 The inital protoco was
optimized to simulanconsly soquence % amplicons oov-
efing bit-spot fegions in 30 cibcer genes How sing
500 ng of DMA ewrracted from frozen as well as FFPE
apecimens with an a4 foe protocel developed in the b
[ 12]. The standard analysis mmover tme wa ove wechs,
from the arrival of samples w the fml clhinical repon
diseissed by multidisciplimery msolecular numar boards,
{this included an independent control of cach muation
identificd). Thiz approach requires spocimens with more
than 30% of mnmor cclls scconding to the Sanger deteetion
limit The e of FFPE specimens, the amount of DNA
and the scrsidvity of the amlysis appear to be major
limitations of this approach. For example, in the case of
the MSN protecol, among the firs 280 lung canoct
paticnts, hall of them did not lave enough matericl for
a complete analysis In those cascs, the analysis was
limited vo the standard biomarkes recommended by
INCa Nevertheless, the approach was satisfactory for
the eligible speeimens. For samples submired o mult-
plex pene mutation screcning, 50% of the tumors har-
bared oncogenic mutstions and lall of them received

Curent Openion in GoneSos & Dewlopment 2014, 2458106
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2013

muaation-relaed wrgeted therapy [ The Sanger screen
approach has other major drawbacks beyond sensitvicy: a
low gene throughput leading vo suboptimal portraits, o
well as a low weckly paticnt throughput amalysis. Several
other protocols (Table 1) report similar pitfalls when
using archived clinical samples.

Toeirumvent Sanget-related limitatiomn, we dedded w
implement MGS for multiplex gene mutation steening
in April 2012, We opted for the lon Torent Pesonal
Genome Machine (PGM™), a hench-op device {Life
Techmolegics, Saint-Aubin, France) offering rapid mul-
plex-FCR library preparation which allows us w deliver
the resules requested by the clinicians in a few days. This
choice was also based on the versatlicy of ibmary prep-
aration making it possible to change the muldplex-PCR
panc] casily and w develop sandand operating proceduncs
(SO ) thar are compatible with a6 foc cemifications In
order to validate this new approach, we ran both Sanger
and MNGS techniques in pasallel over 4 months cofre-
sponding w106 amlyses conducted with  both
approsches. After implementing NGS appioaches Fof

6 manths, H6 mutations were idendified and conerolled
by independont single pene testing. Among them, anly
fifieen fesuls were discondant bur oo diseordance was
reparted in a hospot mutstion Five were considered s
sequencing citods, four varants had a Fequency of les
thian 109, fourwere ssociated with low DNA qualicy { for
Sanger) and two remained unexplained discordances.
With the PGM tochnalogy, the detection limit was csib-
lished at 5% for hotspots, withan sverage depth of 1000
using multiples reference DNA mutated ar 25% w 1%
frequency (Horizon Diagnestics, Cambridge, UKL In the
MOSCATO erial [10], the amalysis nurmsmousd dme, Fooom
DNA extraction o the fimal repory, was 12 davs in 2012,
cight days in 2013 (minimuam six and three days respect-
ivelyL This ked woa medinof 21 days and 14 days in 2012
and 2013 respectively, from performing biopsics 1o the
discussion of the cse in a multidisciplinary molocular
mmeer board, Besides the gain in the analysis rumarsund
time, MNGS mako it possible w double, and could cven
triple the weekly daough put analysi, with sahle human
resources (owo full-tme equivalen wehnicians), Amsther
obvious sdvantage & the number of wrgets sereened. The

Curment Opinion in Gonetios & Developmant 2014, 2488106
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Fgum 2
Current approach | WES challenges
Frozen or FFPE samHas Frozen Samgies onty
~-100 nenogramsa of DHA ~ 1 microgram
= 10% tumaor calls =305 tumor calls
ren M=o
1 day lor preparnstion 2.3 taym
R g b =
limitad saguencing
{with benchiop Sequencers) (B0~ 10y
Few howe Days of Weeks
[Emit of deiection : E-10% Limit of defaction - ~20%
careia s
Limitad mumber of variants i ia
A, oy Biological Complexdty
me:i;z:m Fuil proceas : WeeskaMonth
Stabia re| Dynamic reanalysts possibie
{malnly known varanis) with evoiving knowiedge
Cusmand Opirion in Genatics & Davakpeant

Ditorent steps of ganome analysis using nd g N SUNOing o

ininal commercial pancl used covered homspot regions in
46 cancer goncs then a 50 cancer genes. We now use 2 T0-
gencs home-designed pancl including che full coding
soquence of tunwr supprassar gencs. The evolution of
sequencing technologies and the major declines in costs
offer affordable solutions For a clinical geneticslaboratory.
This is why we plan toe switch to whale exomne sequencing
{WES) approaches in 2014,

Switching to whole exome analysis:
limitations and challengas

Tumdar WES analysis offers an unhissed approach for
screcning multiple mustons and gene copy mumber
abnormalities. Several publications have reported mumor
WES amlyss in rescarch projocts, in small pilot studics
[13] wr the clinical wse of WES for comstinitiomn] genetic
[14*"L. However, implementing tumor WES w identfy
somsatic molecular shoormalities in the clinic is il
challenging for a varety of reasons summarized in
Figure 2

The major challenges in the workflow is the combimntion
of all bisinformatics processcs including base calling,
variant calling, varant annotation then vanant Gloeing

and the sclection for the final elinical repon [15], com-
pleted by data mamgeoment and storage. The bicinfor-
matics tmeline can lst fom days 1o weeks and
improvemens ane requined m betrer moet clinical expec
taticia The bisinformaties process should inclide sev-
cral qualiry checks to control the signal wsed, coverage
and depth, in order vo ensure loWw emod fale iSS0eS Afising
friom & poor quality sigral, poor caprure efficiency, a low
amaunt of data, and incffective coverage, among other.
MNGS plafforms have approsimately 10-fold higher eror
tates ( 171000 ata depth of 20x) versus Sanger sequencing
{110 O [16] This error rate should be inegrated imo
vafiant sclection toavoid Bke positve calk. The wnfant
calls are dependent on bisinformanics alignment and
vanant-calling algorithms, with figures as low az 574%
of concordant calls herween fve pipelines [177, 18]
Morcover, cnfichment approaches provide uneven results
for seme genomic regions. It is abo imporane w sepo
coverage/depth for hotspot regions in order to differen-
tate wilkd-type (WT) genes from non-covered gencs.
Indoed, the WT status is a5 important a5 the muation
statuz in the clinic, expecially for penes associated with
resistance to spocific drugs [19] Besides sample hmvita-
tisna in tems of qualicy (FFPE versus frogen, DNA o

W S0l noacieect oom
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RNA quality) or quantity {micrograms fr WES]), 2 great
maprity of specimens ate cypically heterogensos
because of the mmture of scvenal ccllular types {eug.
stromal eelly ymphocytes, endothelial cells, ae) As
microdissection is gencrlly oot applicable in manine
practics, che mmor DNA exerascted is "dilued’ in DNA
froans all the soen-mmer cells, In ganeml, WES amalysis
provides an average soquencing depth of 30-100x which
is inadoquate for specimens conmining less than 30% of
ruosr ol In our expericnes, 19.5% of dedicared biopsy
samples were not suible for a large-scale analysis
{CGHa+ NGS) became of the amount of DMNA
(=500 ng) or the percentage of tumor celk (>30%) in
monoeccnric wials (MOSCATOS [10] and 2B5% in a
multicentric protecsl (SAFIROL) [9). A amilar e of
failure was obscrved in protecols using other high
th foviagg st i ethoed %, even with dedicated bispay sanples
{Table 11 Morcover, cven if it is possible o use FFPE
samprles far limited gene panel protocels [20-22], WES.
library preparation protocsls are longer and have nothoen
validated for use with FFPE samples

It is imporant o femember that normal WES viclds
abowur 20 00 single nucleotide varans (SMNV) [23) A
oomparisen with nofmal tisue is secommended o sep-
arate somatc varianes Fom their comstmurional couner-
pans. Besides mumor esting, this point mises some ethical
questions linked w the demtification of constitutional
gennme alterations [ 247). Suchaddivional informmation will
Tave a Turther impact on paticnt management convpared
o the current gene by genc approaches used in the dimc.
Several algorithms have been developed over the har
yearsto cnhancs the sccurscy ol SNV filietingwithalarge
polymorphizm dambase and with functional anmstations,
bue several dozen variants sill swait interpretation [25].
Recent WES mumor analysis reveal thar mutation fre-
quency is corrclated with DNA replication timing and
alan with tansesiptional scoviry. For example, olBctory
gene replication timing is lae and these genes display
higher rates of mutation & do lage genes [267 ). Further-
v, ot cell intinsic betermgencity and donal evol-
uticn participate in the complexity of the genome
landscape. Subpopulations of cncer cclk with varioms
genomes may cocxid in different regions of the primary
et and ot different metastatic sites in the same patient
[277 28] The vcatment itsclf is also rexponsible for the
cvolution of the geneme over time with, for cxample, the
developmsent  of undetecmble scoondary  resitance
mutstions  in the primary owmoer (e e EGFR
(p. TTHM) or MEK 1{p.C1215)) [29-31] Thus, molecu-
lar bielogists who are in chasge of validation should
integrate scveral parameters which affect the relevance
of the aralysis including the quality of the imirial samples,
the elinical context, tasue compisition, the qualicy of the
analysiz, the depth and eoverage seross key penes, knowl-
cdpe about reported vanants, &f eaferg in orda w o scloct
relevant events that conginute targers of intercst rather

than highlighting ‘passcnger’ events cosidered as non-
significant for elinical wse [12°]. An alternstive approach
tx WES 15 to perform “ie gike’ a sdection of mrget genes
known o be clinically relevant in order oo limit the
amount of infermation requinng prscessing. The entire
series of dam could be re-analyzed later with the st
kowledge. The development of spent bisinformarics
systems to fadlitate knowledge/dat mining, the clinical
chissification of varans and o enshle ws o obrain
dynamic and undemandable (For clinicians) molecular
aralysis reports are huge challenges dhar neod w be
overoonms before the use of WES can be exended in
the dinic [33] Curently, genome amlyses performed in
our thals are discussed in dedicated numor baards com-
prising experts in clinical therapeutics, pathology and
CAnCer genctics

Angrther ohaacke w implementing large-scale analyses in
the clinie it the cost of sequencing. Compared o consti-
wtonal genctics amalyscs performed with an average
sequencing depth of 30, whole-genome sequendig
of mmor tssue roquincs 3 soquencing depth of 10 b
1000 = in erder o amlyze smplesof vanable composition
and with tumor heterogenciey. This im plics the need fora
sequencing capacity thar is 3-15-fold greater and
increased melated coss Ir is obvious thar major oost
reductions are still necded 0 that WES rumdr analysis
will bocome comparible with smandard daily practice.
Tramferfing genome analysis o the dinic also equincs
laboratery cemification such as Clinical Laboratory Tm-
provement Amcndmens (CLIA) for North America or
Inemational Drganizton for Saodardizadon Moms
(I50-15189) for France. Complance with CLIA or 1S
implica the csmblishment of standardized workflows and
preccdures dvmughout the soquencing process starting
from sample prepamtion and ending with the clinical
repart, and cnsuring 3 high accuracy procedure with a
low rate of falee positive and Bilse negative results

Conclusions

Implementing genome smbis in dinical practiee is
curently under development in several cancer coners
worldwide and is based on wrget soquencing of dozens or
hundreds of genes. Targer approaches offer accepable
solutions covering the most actiomble gencs with ooss
and viming that are compatible with clinical intabves.
The upooming challenge for the next few years & the
implementation of mmer WES and sssociated amlyses
such as RNAseq or OO Ha, Tumor complexity combined
with the huge amount of data to be dealt with in a shor
time frame remain a majer challenge before useful and
readily useahle repares can be delivered o physicians for
thicir paticnts.
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ANNEXE 3 : MODALITES DE REALISATION DE LA LIBRAIRIE CIBLEE RET ET RAS EN NGS

: A
AMPICON
e
[

trP1 Clef

Amplification
PCR

Méthode de fusion PCR
(Séquencage bidirectionnel)

trP1 Clef

5§’ CCTCTCTATCOCCACTCCOTGAT 3’ A
——
3" GACTCAGCCICTCTCASTCCCTACTCTACC 57
5’ CCATCTCATCCCTACCTCTCICCOACTCAG 3’
3 TACTCCCTCICCCCTATCTCTC §°

Clef trP1

Principe de I'amplification
de type fusion-PCR et
séguences  nucléotidiques
des amorces :

- d'amplification des régions
d’intérét de RET, KRAS et HRAS.
(la  taile des amplicons
indiquée ne tient pas compte
des séquences de ligation)

- de ligation permettant un
séquencage bidirectionnel et
I'attribution des résultats
obtenus & chacun des
échantillons par un systéeme de
code-barre.

GENE Exon Codons | AMORCES SENS et ANTISENS | AMPLICON |
10 | 418.420 | 5 -ACCGITAGTIAGCGAITIGGGATTAAAGCTGGCYATGGC 3! 470b
- 5'-CGGATAGCAAGCTCGTTCACCYTGGATGTCTICYG-3' P
1 434 5'- ACCGTTAGTTAGCGATITTCACACCACCMCCACCC-3’ 5106
RET 5'-CGGATAGCAAGCTCGTAGAYRATGAAGGAGAAGAGGACA-3' P
14 | 804813 | 5~ ACCGITAGTIAGCGATITAGGCCCGCICCICCTCAY 4400
5'-CGGATAGCAAGCTCGITCCACYGCCCAGGTAGCC-3' P
6 918 5'- ACCGITAGITAGCGATITIGTCTTTATTCCATCTICTCTITAGGG-3' b
1 ] 5-CGGATAGCAAGCTICGTACTITGCGTGGTGTAGATATGATCA-3’ 95p
2 12-13 5'- ACCGITAGITAGCGATITGGAGCGATGACGGAATATAAGC-3' 58pb
i 5'-CGGATAGCAAGCTCGTCCACAAARTGGTTCTGGATCAG-3' P
3 4l 5'- ACCGITAGTTAGCGATITCCTGCAGGATTICCTACCGG-3' 6700
HRAS 5'-CGGATAGCAAGCTCGIGTCCCGCATGGCGCT-3' P
17 5'- ACCGTTAGTTAGCGATITIGCCYATGGTGCIGGTG-3' 3400
4 5'-CGGATAGCAAGCTCGTICCTGAGCCTGCCGAGATT-3’ P
146 5'- ACCGTTAGTTAGCGATITACGYACTGTGGAATCTCGG-3' 5900
5'-CGGATAGCAAGCTCGIGCIGCCICACCTIGCCG-3' P
5 19.13 | 8- ACCGITAGITAGCGATITGGCCTGCTGAAAATGACTGAATA-3 4400
B 5'-CGGATAGCAAGCTCGTCCACAAAATGATTCTGAATTAGCTKTA-3' P
3 61 5'- ACCGITAGITAGCGATITAAACCTGTCTCITGGATATTCTCGA-3’ 58pb
KRAS 5'-CGGATAGCAAGCTCGTCAAAGAAAGCCCTCCCCAG-3’ P
117 5'- ACCGITAGITAGCGATITCTGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTAGG-3’ 40pb
4 5'-CGGATAGCAAGCICGITGAGCCIGTTITGTGTCTACTGTTCTA-3’ P
146 5'- ACCGTTAGTTAGCGATITAAAACAGGCTCAGGACTTAGCAA-3' 5000
5'-CGGATAGCAAGCICGTITTCAGTGITACTIACCTGTCTTGTCTT-3' P
Adaptateur - Code | . Adaptateur ! .
(A) | Cle i barre | Cible (F) trP1 | Cible (R)

5'-CCA...GAC | TCAG | XXXXXXXXXX ' ACCGTTAGTTAGCGATIT -3’

5'-CCA...GAC | TCAG | XXXXXXXXXX | CGGATAGCAAGCTCGT -3'

5'- CCT...GAT | CGGATAGCAAGCICGT -3’
5'- CCT...GAT | ACCGTTAGTTAGCGATIT-3’




Position

génomique

chr1
chrl
chr2

chr2
chr2
chr3
chrd
chré
chr7

chr8

chr8
chr10
chr14
chr19

chr19
chr21
chr21

16460052
214815298
116510830

197183891
210560776
121238838
90059213
38841024
43484956

48805817
121222046
43609950
80130261
9086550

57325698
32595823
39755688

EPHA2 (ephrin receptor EphA2 precursor)
CENPF (centromere protein F)

DPP10 (dipeptidyl peptidase 10 isoform long)
HECW?2 (HECT, C2 and WW domain containing E3
ubiquitin protein ligase 2)

MAP2 (microtubule-associated protein 2 isoform 1)
POLQ (DNA polymerase theta)

GPR98 (G protein-coupled receptor 98 precursor)

DNAHS (dynein, axonemal, heavy polypeptide 8)

HECW1 (NEDD4-like ubiquitin-protein ligase 1)
PRKDC (protein kinase, DNA-activated, catalytic
polypeptid)

COL14A1 (collagen, type XIV, alpha 1 precursor)
RET (ret proto-oncogene isoform a)

NRXN3 (neurexin 3 isoform 1 precursor)

MUC16 (mucin 16)
PEG3/ZIM2 (paternally expressed 3 isoform 1 / Zinc
finger, imprinted 2)

TIAM1 (T-cell ymphoma invasion and metastasis 1)
ERG (ets-related isoform 4)

Changement ADNc

c.1788C>G
Cc.3617A>G
c.1031C>T

c.1723C>A

€.3882_3886delAGTGC

C.1348G>T
c.12212G>A
c.6841delA
c.2185G>C

c.3730_splice

c.1373G>A
c.1902C>G
C.2466C>A

€.5263_5265delCCT

€.4098_4112dellTlGCAGCAGCAGCAGC

C.1894G>A
c.1098C>A

Changement protéine
p.D596E
p.Y1206C
p.S344F

p.Q575K
p.V1294fs
p.V450L
p.R4071Q
p.K2281fs
p-E729Q

p.L1244_splice
p.S458N
p.Cé634W
p.D822E
p.P1755del

p.1366_1371AAAAAASA
p.E632K
p.N366K

ANNEXE 4 : PRINCIPALES MUTATIONS RETROUVEES DANS LA LIGNEE CELLULAIRE TT
Classe Polyphen 2 déletere, genes retrouvés mutés dans au moins 10 échantillons tumoraux COSMIC, tous cancers confondus.
En gras apparaissent les variants également décrits par le projet CCLE Broad Institute/Novartis.

NM_004431
NM_016343
NM_020868

NM_020760
NM_002374
NM_199420
NM_032119
NM_001371
NM_015052

NM_006904
NM_021110
NM_020975
NM_004796
NM_024690

NM_001146186

NM_003253

NM_001136155

Fréquence

53.3

38,8
46,7
NA
46,7

NA
69.7
66,1
32,1

NA

NA
31,7
53,8



Position

Identification

Fréquence

génomique

chrl
chr2
chr2
chr2

chr2
chr3

chr3
chr7

chr7

chr7

chr7

chr8
chr8
chr8
chr8
chr10

chrl4

228461986
109380158
179544686
179437499

209220013
52651496

151165532
21775409

48337984

48378029

151860230

48805817
110451306
125052176
133905940
43617416

64653146

OBSCN (obscurin, cytoskeletal calmodulin and
fitin-interacting RhoGEF)

RANBP2 (RAN binding protein 2)
TN (titin isoform N2-A)

TTIN (titin isoform N2-A)
PIKFYVE (phosphatidylinositol-3-phosphate 5-
kinase type lll)

PBRM1 (polybromo 1 isoform 4)
IGSF10 (immunoglobulin superfamily, member 10
precursor)

DNAHI11 (dynein, axonemal, heavy chain 11)
ABCAI13 (ATP-binding cassette, sub-family A
(ABC1), member 13)

ABCAI13 (ATP-binding cassette, sub-family A
(ABC1), member 13)

MLL3 (myeloid/lymphoid or mixed-lineage
leukemia 3)

PRKDC (protein kinase, DNA-activated, catalytic
polypeptid)

PKHDI1L1 (fibrocystin L precursor)
FER1LS (fer-1-like 6)
TG (thyroglobulin precursor)

RET (ret proto-oncogene isoform a)
SYNE2 (spectrin repeat containing, nuclear
envelope 2)

Changement ADNc

C.5524C>T
c.3163C>T

C.29782_29783iNSAGA

C.65656G>A

C.6281T>A
c.1600C>T

c.2237C>G
Cc.7613A>G

C.9221T>A
c.10181T>A
€.10432C>G

c.3730_splice
c.3941G>T
Cc.2518G>A
c.2767G>C
€.27531>C

c.17561T>C

Changement protéique

p.R1842C
p.P10558
p.9928_9929insK
p.G21886R

p.L2094*
p.R534*

p.P746R
p.Y2538C

p.M3074K
p.L3394H
p.Q3478E

p.L1244_splice
p.G1314V
p.A840T
p.G923R
p.M918T

p.L5854P

ANNEXE 5 : PRINCIPALES MUTATIONS RETROUVEES DANS LA LIGNEE CELLULAIRE MZ-CRC1
Classe Polyphen 2 déletere, génes retrouvés mutés dans au moins 10 échantillons tumoraux COSMIC, tous cancers confondus.

RefSeq

NM_001098623

NM_006267
NM_133378
NM_133378

NM_015040
NM_181042

NM_178822
NM_003777

NM_152701
NM_152701
NM_170606

NM_006904
NM_177531

NM_001039112

NM_003235
NM_020975

NM_015180

45,7
40,2
NA
50,8

51,9
100,0

100,0
50,5

49,2
50,6
45,4

NA
46,0
56,3
48,4
58,4

100,0



ANNEXE 6 : PRINCIPE DE QUANTIFICATION DES MICROARN MATURES PAR PCR QUANTITATIVE
(SYSTEME D' AMORCES STEM-LOOP)

microARN "mimic" pré-microARN
3 3
HEERRRRRREN HEERERRRRER

N /
microARN mature 3 X .
morce de
1L rétrofranscription
iIIIIIIIIIIIlIlIlIIII '
cDNA
Amoke de PCR sens 44

Amorce de PCR antfi-sens
Sonde



ANNEXE 7 : CORRELATION INTER-METHODE ET INTER-COLLECTION DES RESULTATS DE
QUANTIFICATION DES MICROARN

ACE
FFPE

Technique de type biopuce versus PCR quantitative

qPCR RQ

qPCR RQ

hsa-mir-199a-3p

104
L]
84
.
6 .
L- -
4+ e . s e ¢
. . o* ] r=0.7146
2 ot . p <0.0001
REXES
0 5000 10000
microarray signal
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.
3
2 . . o .
e
1 S e r=0.7315
] p <0.0001
. ..' .
o : : ) .
0 1000 2000 3000 4000 5000

microarray signal
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.
a H ¢ . B
3 .
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v
o .
vo 50000 100000
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& 27 & .
L]
s . *e r=0.7872
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0 10000 20000 30000
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-ACt
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0.0154 p-value=0.0124
0.010
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ANNEXE 8 : QUANTIFICATION ABSOLUE DES MICROARN CIRCULANTS
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ANNEXE 9 : EFFETS DE LA SUR-
EXPRESSION DE MIR-21 SUR LE
TRANSCRIPTOME DE CELLULES TT

Les fonctions impactées sont
représentées
proportionnellement au
nombre de génes
significativement régulés.
Les fonctions activées (z-score
positif) sont représentées en
orange, celles inhibées en bleu
(z-score negatif).

La coloration grise correspond
aux fonctions pour lesquelles la
régulation n’est pas prévisible.



ANNEXE 10 : PRINCIPAUX GENES DEREGULES PAR MIR-21 DANS LES CELLULES TT ET MZ-CRC1

Cellules TT

Fold Change

p-value

Inhibiteurs

MX1 myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protei 2,19 5,26E-02
HES4 hairy and enhancer of split 4 (Drosophila) 2,02 3,04E-02
HIST1H4A histone cluster 1, Hda 1,93 3,26E-02
NPTX1 neurcnal pentraxin | 1,93 5,26E-02
LOXL2 Iysyl oxidase-like 2 1,85 3,04E-02
C2CD4A C2 calcium-dependent domain containing 44 1,83 3,29E-02
CCDCe4B coiled-coil domain containing 64B 1,81 3,30E-02
PHGR1 proline/histidine/glycine-rich 1 1,20 3,04E-02
SLC18A1 solute carrier family 18 (vesicular monoamine transporter), member, 1,79 3,34E-02 *
SCN3A sodium channel, voltage-gated, type 11, alpha subunit 1,79 3,26E-02 *
CXCR4 chemokine [C-¥-C motif) receptor 4 1,79 3,26E-02 *
CEACAMS carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 1,77 452E-02
SHISA2 shisa family member 2 1,77 3,26E-02
MFSD9 major facilitator superfamily domain containing 9 1,76 3,26E-02
FAM®B5C family with sequence similarity 65, member C 1,75 3,34E-02
SPP1 secreted phosphoprotein 1 1,72 492E-02
CDCP1 CUB domain containing protein 1 1,71 5,26E-02
TEK TEK tyrosine kinase, endothelial 1,71 3,26E-02 *
(cabozantinib, vandetanib)
IL17C interleukin 17C 1,71 3,26E-02
55PN sarcospan -1,70 3,26E-02
AQP12A/AQP12B aquaporin 124 -1,72 3,26E-02
LRRC66 leucine rich repeat containing 66 -1,73 3,26E-02
ARHGEF7 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7 -1,75 3,34E-02
PPAP2B phosphatidic acid phosphatase type 2B -1,83 3,26E-02
SLCBA3 solute carrier family 8 {sodium/calcium exchanger), member 3 -1,89 3,04E-02

Cellules MZ.
Fold Change Inhibiteurs existants
KITLG KIT ligand 1,60 1,98E-02
CDK11A/CDK11B cyclin-dependent kinase 116 -1,72 1,88E-02
NBPF8 neuroblastoma breakpoint family, member 8 -1,73 2,76E-02
UGGT1 UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 1 -1,75 3,18E-02
HECTD3 HECT domain containing E3 ubiquitin protein ligase 3 -1,75 1,98E-02
SRRT serrate RNA effector molecule homolog (Arabidopsis) -1,78 1,46E-02
HIST1H1E histone cluster 1, Hle -1,78 1,46E-02
MRPL1 mitochondrial ribosomal protein L1 -1,78 1,87E-02
MARK2 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2 -1,84 2,48E-02
HISTIH1D histone cluster 1, Hld -1,84 1,58E-02
IMMT inner membrane protein, mitochondrial -1,86 1,33E-02
HMGB1 high mobility group box 1 -1,87 1,98E-02
HEBP2 heme binding protein 2 -1,92 1,13E-02
ZKSCAN1 zinc finger with KRAB and SCAN domains 1 -1,95 B,01E-03
HIST1IH2AA histone cluster 1, H2aa -2,28 4,01E-03
HIST1H1B histone cluster 1, Hlb -2,28 2,59E-02
RRP7B ribosomal RNA processing 7 homolog B (5. cerevisiae) -2,32 3,7BE-03
EPHB1 EPH receptor B1 -2,35 3,71E-03
RN7SK RMA, 75K small nuclear -2,71 B,21E-03
HIST1H4A histone cluster 1, Hda -3,83 6,72E-04




Cellules TT

Fold Change

ANNEXE 11 : PRINCIPAUX GENES DEREGULES PAR MIR-129 DANS LES CELLULES TT ET MZ-CRC1

p-value Inhibiteur

55T somatostatin 3,46| 1,68E-03
ADTRP androgen-dependent TFPI-regulating protein 3,40| 1,41E-03
RN75L1 RNA&, 75L, cytoplasmic 1 2,61| 1,41E-02
ATP6VIB1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 56/58kDa, W1 subunit B1 2,42| 4,0BE-03
DRDS dopamine receptor D5 2,37| 161E-02 *
C12o0rf76 chromosome 12 open reading frame 76 2,15| 1,61E-02
ST7-AS51 ST7 antisense RNA 1 2,12| 1,38E-02
PARM1 prostate androgen-regulated mucin-like protein 1 2,11| B,62E-03
RDH12 retinol dehydrogenase 12 (all-trans/9-cis/11-cis) 2,08| 1,85E-02
P2RY14 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14 2,07| 1,61E-02
MAFB v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B 2,05| 1,61E-02
SPRR2ZE small proline-rich protein 2E 2,01| B,62E-03
GCK glucokinase [(hexokinase 4) 2,01| 1,85E-02
HIST1HAA (+others) histone cluster 1, Hda 2,00| 1,61E-02
GPBAR1 G protein-coupled bile acid receptor 1 1,99| B,62E-03
MF5D9 major facilitator superfamily domain containing 9 1,96| 1,61E-02
ZIM2 zinc finger, imprinted 2 1,94 1,85E-02
SLC51B solute carrier family 51, beta subunit 1,50| 1,10E-02
CEND1 cell cycle exit and neuronal differentiation 1 1,89 1,85E-02
RELL1 RELT-like 1 1,88| 1,85E-02
P2RX0 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, & 1,87| 1,57E-02
TCIRG1 T-cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting, lysosomal W0 subunit A3 1,87| 1,15E-02
RSPH1 radial spoke head 1 hemolog (Chlamydomonas) 1,86| 1,16E-02
KLHL11 kelch-like family member 11 1,84| 1,B5E-02
MPZL3 myelin protein zero-like 3 1,84| 1,85E-02
SPRR2ZA small proline-rich protein 24 1,84 1,28E-02
ALDH1L2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 1,83| 2,35E-02
HOPX HOP homeobox 1,82| 1,3%E-02
RAB36 RAB36, member RAS oncogene family 1,81| 1,85E-02
RASL10A RAS-like, family 10, member A 1,80| 1,35E-02
USH2A Usher syndrome 24 (autosomal recessive, mild) 1,79| 1,73E-02
AZU1 azurocidin 1 1,78| 1,42E-02
NTRK3 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3 1,78| 1,B5E-02
CORO2A coronin, actin binding protein, 2A 1,77| 1,B5E-02
DRAM1 DMA-damage regulated autophagy modulator 1 1,76| 2,05E-02
LEPR leptin receptor 1,75| 1,48E-02
SLC26A9 solute carrier family 26 (anion exchanger), member 8 1,73| 1,58E-02
CS5AR1 complement component 5a receptor 1 1,75| 1,85E-02
MYLK myosin light chain kinase 1,75| 141E-02
PGRMC1 progesterone receptor membrane component 1 -1,73| 1,85E-02
AQP12A/AQP12B  aquaporin 124 -1,75| 1,77E-02
MT1G metallothionein 1G -1,75| 1,85E-02
YIPF5 Yipl domain family, member 5 -1,76| 1,85E-02
UXs51 UDP-glucuronate decarboxylase 1 -1,77| 1,85E-02
GNAOL1 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha activating activity poly -1,78| 141E-02
AKR1C3 aldo-keto reductase family 1, member C3 -1,79| 1,85E-02
TRIP13 thyroid hormone receptor interactor 13 -1,79| 1,85E-02
LAMNCL1 LanC lantibiotic synthetase component C-like 1 (bacterial) -1,79| 1,85E-02
PDK1 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 -1,79| 2,2BE-02 *
DTL denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog (Drosophila) -1,80| 1,85E-02
ERAP1 endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 -1,80| 1,85E-02
KIF26A kinesin family member 264 -1,84| 1,85E-02
RMDMN1 regulatar of microtubule dynamics 1 -1,85| 1,61E-02
PERP PERP, TP53 apoptosis effector -1,87| 1,73E-02
LRRCGO leucine rich repeat containing 66 -1,91| 1,85E-02
SLC8A3 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 3 -2,00| 1,85E-02
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