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RESUME

La technologie de cellules souches pluripotentes induites (CSPi) offre des
perspectives thérapeutigues majeures dans le cadre de la médecine régénerative et
permet la possibilité de modélisation de processus pathologiques dans tous les
domaines de la Médecine. En Oncologie, les CSPi ont un intérét potentiel pour la
modélisation de syndromes de prédisposition au cancer lies a des mutations
germinales de genes impliqués dans 'oncogenése.

Au cours de ce travail, nous avons généré des lignées de CSPi a partir de
cellules sanguines de patients atteints de néoplasies endocriniennes multiples de
type 2, porteurs de mutations germinales du proto-oncogene RET appartenant aux 3
classes de risque de ’ATA : mutation C620R de risque moyen, mutation C634Y de
haut risque et mutation M918T de tres haut risque. Pour tester les effets génomiques
potentiels de ces mutations, nous avons utilisé lingénierie du génome via
CRISPR/Cas9 en « corrigeant » la mutation C634Y. Ces CSPi présentent tous les
criteres de pluripotence avec un caryotype normal, expriment Ret et forment des
tératomes aprés injection chez la souris immunodéprimée. L’étude histologique
approfondie des tératomes a mis en évidence le développement de cellules C en leur
sein et également de cellules neuroendocrines exprimant la Chromogranine A.
Néanmoins, ces cellules étaient isolées et il n‘a pas été observé d’aspect
d’hyperplasie des cellules C ou de carcinome médullaire de la thyroide ni de tumeur
neuroendocrine réminiscente du phénotype des NEM2. L’analyse de l'expression

des génes des CSPi avec mutation RET“***"

comparée aux CSPi RET sauvage et
« corrigé » a mis en évidence, dées le stade de pluripotence, une activation du
réseau transcriptionnel du géne EGR1 qui pourrait constituer un des mécanismes
moléculaires, lié a la présence d’une mutation de RET, responsables du phénotype
des néoplasies endocriniennes multiples de type Il. Nous avons ensuite réalisé la
différenciation de ces lignées de CSPi en cellules souches de la créte neurale, une
premiere étape vers l'obtention des cellules d'origine cibles des tumeurs
développées dans le cadre des NEM2, en particulier le phéochromocytome. La
différenciation en cellules souches de la créte neurale était efficace et reproductible
pour toutes nos lignées. Nous avons mis en évidence l'activation d’'un programme
commun invasif (activation de la locomotion et perturbation de I'adhésion cellulaire)

au niveau des CSCN avec mutation RET®*Y et RETM®T ainsi qu'une forte



dérégulation du réseau des intégrines entrainant une forte dérégulation de I'adhésion
cellulaire. Les expériences de migration in vitro utilisant des CSCN avec mutation de
RET ont montré une augmentation des capacités de migration de ces cellules par
rapport aux CSCN témoins.

Ainsi, ce travail qui a consisté a générer et caractériser les premiéres CSPi
porteuses de mutation de RET, a permis d’identifier des voies de signalisations
pouvant étre impliguées dans la physiopathologie des néoplasies endocriniennes
multiples de type 2 avec des applications potentielles en recherche fondamentale et
translationnelle. Ce modéle pourrait servir a I'avenir au criblage moléculaire pour

I'étude des néoplasies endocriniennes multiples de type 2.



ABSTRACT

Induced pluripotent stem cell (iPSC) technology offers major perspectives in all
areas of medicine, including future regenerative medicine strategies but also disease
modeling. In oncology, this technology can be used for modeling cancer predisposition
syndromes associated with germline mutations of tumor suppressor genes or oncogenes.
We generated IPSC lines from peripheral mononuclear blood cells of patients with
multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN2) who harbored germline mutations in the RET
proto-oncogene belonging to the three risk classes according to ATA guidelines: moderate
risk mutation C620R, high risk mutation C634Y and very high risk mutation M918T. To
determine the potential genomic effects induced by this specific mutation, We have also
generated an isogenic RET'®*¢ iPSC control line by genome engineering using
CRSPR/Cas9-mediated method to "correct” C634Y mutation. All iPSC lines exhibited all
markers of pluripotency with a normal karyotype, expressed Ret and gave rise to
teratomas after injection into immunodeficient mice. A thorough histological study of
teratomas from these iPSC highlighted the development of C cells and Chromogranin A-
expressing neuroendocrine cells within them. However, these cells were isolated and C-
cell hyperplasia, medullary thyroid carcinoma or neuroendocrine tumors reminiscent of
MEN2 phenotype were not observed. Gene profiling analysis of RET*®**"-mutated iPSC
compared with RET" and RET'®¢ iPSCs revealed an activation of the EGR1
transcriptional network, at the pluripotent stem cell stage which could be one of the
molecular effector of the NEM2, RET mutation-related, phenotype. We then performed in
vitro neural crest stem cell (NCSC) differentiation of the RET-mutated iPSC lines, with the
goal of reproducing in vitro the cell of origin of some of the tumoral features of MEN2,
especially pheochromocytoma. The neural crest differentiation was effective and
reproducible for all our lines. Gene profiling analysis revealed an activation of cell invasion
program (activation of the locomotion and disruption of cell adhesion) in RET“®*" and
RETY'®*T_mutated NCSC and a deregulation of integrin network causing a strong
deregulation of cell adhesion. The RET-mutated NCSC had increased migration
capabilities in vitro.

Thus, we generated in this work the first RET-mutated iPSCs which allowed the
identification of signaling pathways potentially implicated in the pathophysiology of

multiple endocrine neoplasia type 2 and showed the possibility of modeling these tumors



in vitro with both fundamental and translational potential applications. This model will offer

future perspectives of drug screening platform for tumors associated with MENZ2.



ABREVIATIONS

Les abréviations et noms de génes cités sont reportés dans l'ordre alphabétique

ABL: ABL proto-oncogene 1, non-receptor
tyrosine kinase

ACE : Antigene Carcino-Embryonnaire
ADK : adénocarcinome

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AF9: MLLT3, super elongation complex
subunit

AFP: Alfa Foeto-Protein

ALDH1A1l: Adehyde dehydrogenase 1
family member Al

ALK: anaplastic lymphoma receptor
tyrosine kinase

ALPPL2 : alkaline phosphatase, placental
like 2

AMPc: Adénosine monophosphate cyclique
Antigene T SV40 : SV40gp6, Simian Virus
40

APC : APC, WNT signaling pathway
regulator

ARN: Acide Ribonucléique

ARNi : ARN interférent

ARNmM: ARN messager

ARNseq: Séquencage d’ARN

ATA: American Thyroid Association

BCL2: BCL2, apoptosis regulator

BCR: BCR, RhoGEF and GTPase
activating protein

bFGF : FGF2, Fibroblast Growth Factor 2
BMP : Bone Morphogenetic Protein
BMP4: bone morphogenetic protein 4
BRCAL : BRCA1, DNA repair associated
CALCA : calcitonin related polypeptide
alpha

Cas9: endonucléase 9 associée a CRISPR
CD133 : PROM1, Prominin 1

CD49d : IGA4, integrin subunit alpha 4
CD74: CD74 molecule

CDKS5: cyclin dependent kinase 5

CER1: cerberus 1, DAN family BMP
antagonist

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductor Receptor

CgA : Chromogranine A

CGH : Hybridation Génomique
Comparative

CMT : Cancer médullaire de la thyroide
crARN : ARN associé au CRISPR
CRISPR : clustered regularly interspaced
short palindromic repeats, Groupe de
courtes répétitions palindromiques
régulierement espacées.

CSC : Cellule Souche Cancéreuse
CSCN: Cellules Souche de la Créte
Neurale

CSE : Cellules Souches Embryonnaires
CSEp : Cellules souches de I'épiblaste
CSM : Cellules souches
Mésenchymateuses

CSP : Cellules Souches Pluripotentes
CSPi : Cellules Souches Pluripotentes
induites

DISP2: dispatched RND transporter family
member 2

DNMT3L : DNA methyltransferase 3 like
DOCKO9: dedicator of cytokinesis 9
DPPAZ2 : Developmental PluriPotency
Associated 2

EGRL1: Early Growth Response 1

EML4: echinoderm microtubule associated
protein like 4

ESRRB: EStrogen Related Receptor beta
FGF : Fibroblast Growth Factor

FGF4. fibroblast growth factor 4

FME : Fibroblastes murins embryonnaires
FoxA1/2 : orkhead box Al1/2

FOXD3 : forkhead box D3

GDF3: growth differentiation factor 3



GDNEF: Glial cell line-Derived Neurotrophic
Factor

GFP: Green Fluorescent Protein

GFRa : GFRA1, GDNF family receptor
alpha 1

GHRH: Growth Hormone Releasing
Hormone

GSK3B : glycogen synthase kinase 3 beta
GSN: Gelsolin

GST: Gene Suppresseur de Tumeur

H19: H19, imprinted maternally expressed
transcript (non-protein coding)

HCC : hyperplasie des cellules C

HES1: hes family bHLH transcription factor
1

HNF4A : hepatocyte nuclear factor 4 alpha.
HNK1: B3GAT1, CD57, LEU7, beta-1,3-
glucuronyltransferase 1

HRAS : HRas proto-oncogene, GTPase
IGF2: Insulin Growth Factor 2

IHC : Immunohistochimie

IKBKAP: inhibitor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells, kinase complex-
associated protein

IRES : Internal Ribosome Entry Site

IRM: Imagerie par Resonance Magnétique
JENH : Jonction d’extrémités non
homologues

KIF5B: kinesin family member 5B

KLF4: Kruppel like factor 4

Knock-in : mutagénese dirigée avec
insertion d’'une séquence codante dans un
locus

Knock-out : invalidation de géne

KRAS : KRAS proto-oncogene, GTPase
LEFTY2: left-right determination factor 2
LIF : Leukemia inhibitory factor

LIN28: lin-28 homolog A

MASH1: ASCL1, achaete-scute family
bHLH transcription factor 1

MDC1: mediator of DNA damage
checkpoint 1

MDM2 : MDMZ2 proto-oncogene

MGAM : maltase-glucoamylase

MIARN: miR, micro-ARN

MIBG : métaiodobenzylguanidine

MIXL1 : Mix paired-like homeobox

MLL: KMT2A, lysine methyltransferase 2A
MYC: c-Myc, v-myc avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog
NEM2 : Néoplasie endocriniennes Multiples
de type 2

NF1 : Neurofibromin 1

NF2 : Neurofibromin 2

NGFR : CD271, p75NTR, nerve growth
factor receptor

NIP : Néoplasie intra-épithéliale
pancréatique

NKX2-1: TTF1, NK2 homeobox 1

NODAL: nodal growth differentiation factor
NRAS: neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog

NSE: Neuron Specific Enolase

NSG: NOD/SCID-IL2Ry-/-

OCT-4 : Oct3/4, Oct3, POUS5SF1, POU class
5 homeobox 1

OKSM: les 4 genes de pluripotence,
Oct3/4, Klf4, Sox2 and c-Myc

P19: ARF, CDKN2A, cyclin dependent
kinase inhibitor 2A

P21: CIP1, CDKNI1A, cyclin dependent
kinase inhibitor 1A

P53: TP53, Tumor Protein p53

PASS : Pheochromocytoma of the Adrenal
gland Scaled Score

PAX3: paired box 3

PAX8: Paired box 8

PCR : Réaction de polymérisation en
Chaine

PHOX2B: paired like homeobox 2b
PIK3CA: PI3K, phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit
alpha

PKC-theta : PRKCQ, protein kinase C theta
PPA2/3/5: pyrophosphatase (inorganic)
2/3/5

PTEN : phosphatase and tensin homolog
gPCR : PCR quantitative



RB: RB1, RB transcriptional corepressor 1
RET : REarranged during Transfection

RH : Recombinaison homologue

ROS1: ROS proto-oncogene 1, receptor
tyrosine kinase

ROSA26: Gt(ROSA)26Sor, gene trap
ROSA 26, Philippe Soriano

SEMAGA : semaphorin 6A

SF3B1.: splicing factor 3b subunit 1
SgARN : ARN simple guide

SGM : Souris Génétiguement Modifiée
shARN : petit ARN interférent en épingle a
cheveux

SLF : Syndrome de Li-Fraumeni

SMADA4: SMAD family member 4

SNAIL: SNAI1L, snail family transcriptional
repressor 1

SOX10: SRY-box 10

SOX2: SRY-box2

SSEA3: Stage-specific embryonic antigen 3
SSEA4: Stage-specific embryonic antigen 4
ssODN : oligonucléotide simple brin
STK11 : LKB1, serine/threonine kinase 11
T: T brachyury transcription factor

TALEN : nucléases effectrices de type
activateur de transcription

TEM: Transition Epithélio-
Mésenchymateuse

TFCP2L1: transcription factor CP2 like 1
TGF-B : TGFB1, transforming growth factor
beta 1

TMD : TTN, Titin

TME: Transition mésenchymo-épthéliale
TRA-1-60: Tumor Rejection Antigen-1-60
TRA-1-81: Tumor Rejection Antigen-1-81
TracrARN : ARN transactivateur

UTF1 : Undifferentiated embryonic cell
Transcription Factor 1

ZFN : Nucléases a doigt de Zinc

Zicl : Zinc family member 1
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INTRODUCTION




1. Introduction de certains concepts en biologie du cancer: maladie clonale,

cellules souches, cellule d’origine et syndromes de prédisposition

1.1. Généralités
Le cancer peut étre défini comme une maladie dans laquelle des cellules anormales
vont croitre de maniere incontrélée au sein d’un tissu jusqu’a I'envahir ainsi que les
tissus adjacents et a distance. Les cellules normales sont constamment sujettes a
une régulation stricte, par des signaux variés, de leur capacité de se diviser, de se
différencier, de migrer ou de mourir. Les cellules cancéreuses vont devenir en partie
indépendantes de ces différents signaux de régulation cellulaire et vont, dés lors,
acquérir différentes caractéristiques clés qui vont étre la source de leur
pathogénicité. Ces caractéristiques sont: une résistance a la mort cellulaire, une
capacité de prolifération illimitée, une capacité a échapper aux signaux inhibiteurs de
croissance et a maintenir une signalisation favorisant leur croissance, une capacité
d’invasion, de métastase et d’induction d’'une néo-angiogénése pour assurer leur
croissance, I'ensemble de ces phénoménes est associé a une dérégulation de leur
machinerie métabolique avec acquisition d’'une capacité a échapper au systéme
immunitaire. L’apparition de ces différentes caractéristiques, les « hallmarks » de
Weinberg et Hanahan, est favorisée par une inflammation pro-tumorigénique et une
instabilité génomique entrainant des mutations (Hanahan and Weinberg, 2011)

(Figure 1).
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Figure 1: Caractéristiques de la cellule cancéreuse, adapté de (Hanahan and Weinberg, 2011)
La transformation et I'acquisition des caractéristiques du cancer par une cellule

est un processus multi-étapes lié a des modifications génétiques et épigénétiques de
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la cellule normale qui va se transformer en une cellule tumorale. Cette transformation
peut se produire sous l'influence de facteurs externes carcinogénes comme le tabac,
par exemple, mais également sous l'influence de facteurs internes comme I'existence
d’'une mutation germinale de prédisposition au cancer. Dans ce cadre on peut citer
les mutations germinales de TP53, a l'origine de syndrome de Li-Fraumeni, de
BRCAL1 a l'origine des cancers du sein et de l'ovaire familiaux et la mutation
germinale du proto-oncogéne RET (REarranged during Transfection) prédisposant a
la survenue de néoplasies endocriniennes multiples : cancer médullaire de la

thyroide (CMT), phéochromocytome, adénome parathyroidien.

1.2.Evolution clonale et cellules souches cancéreuses.

La majorit¢ des tumeurs présente un degré important d’hétérogénéité
phénotypique et fonctionnelle. Cette hétérogénéité parmi les cellules cancéreuses
qui peuplent la tumeur est la conséquence de facteurs intrinséques comme des
altérations génétiques et épigénétiques, et de facteurs extrinséques comme la
variabilité des microenvironnements en fonction des différents organes envahis. Pour
expliquer cette hétérogénéité tumorale, deux modéles d’oncogénése ont été
proposés : un premier modéle stochastique de progression tumorale et d’évolution
clonale liée a linstabilité génétique (Nowell, 1976) et un deuxieme modele lié a la
différenciation de cellules aux propriétés de cellules souches, souvent appelées

cellules souches cancéreuses (Figure 2) (Visvader and Lindeman, 2012).

Modéle d’évolution clonale
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Figure 2: modele d’évolution clonale et de cellules souches cancéreuses, adapté de (Visvader
and Lindeman, 2012)
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Le modéle des cellules souches cancéreuses (CSC) implique une
organisation hiérarchique des cellules tumorales et seules quelques cellules sont
alors responsables du maintien de la tumorigénéese et de I'hétérogénéité tumorale.
Ces CSC ont des capacités d’auto-renouvellement et de différenciation mais ne
proviennent pas forcément de la transformation des cellules souches normales
tissulaires ou s’établit la tumeur. Les CSC sont capables de donner naissance a une
nouvelle tumeur quand elles sont injectées chez I'animal et se divisent de maniére
asymétrique afin d’assurer leur auto-renouvellement et la différenciation en cellules
tumorales sans caractéristique de cellule souche. Ce modele des CSC permettrait
d’expliquer la résistance aux traitements de chimiothérapie et radiothérapie ainsi que
les rechutes apres traitement adjuvant en lien avec leur quiescence. Les CSC ont été
identifiées la premiéere fois dans des leucémies aigués myéloides (Bonnet and Dick,
1997) puis dans différentes tumeurs solides comme les cancers du sein, du célon, du
cerveau, du pancréas, du poumon, du foie (Visvader and Lindeman, 2008). Par
ailleurs, il a été proposé récemment le concept de plasticité des CSC suggérant que
ces populations cellulaires sont dynamiques et que des CSC et des cellules non CSC
peuvent s’interconvertir (Gupta et al., 2011) en réponse a des facteurs du
microenvironnement ou lors de la transition épithélio-mésenchymateuse par exemple
(Mani et al., 2008).

1.3.Caractéristiques communes des cellules souches pluripotentes et des

cellules (souches) cancéreuses.

Les cellules souches pluripotentes (CSP) ont la capacité de s’auto-renouveler et
de donner naissance aux différents tissus d’origine embryonnaire, y compris la lignée
germinale, (a I'exception des cellules extra-embryonnaires) par un processus de
différenciation tout en restant elles-mémes indifférenciées (cf chapitre 4). Ces CSP
proviennent de 'embryon et sont appelées cellules souches embryonnaires (CSE) ou
sont issues d’une reprogrammation et sont alors des cellules souches pluripotentes
induites (CSPi). Les cellules cancéreuses ont certaines caractéristiques qu’on
retrouve également dans les CSP : immortalité cellulaire, taux de prolifération élevé,
similitudes dans les signatures d’expression de génes et dans les statuts
eépigénétiques, instabilité chromosomique et formation de tumeurs apres injection
chez la souris immunodéficiente (Bernhardt et al., 2012). L'immortalité cellulaire

implique une activité télomérase importante détectable a la fois dans les cellules
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canceéreuses et dans les CSE/CSPi (Hiyama and Hiyama, 2007). Les CSE/CSPi sont
sujettes a une instabilité chromosomique quand elles sont en culture in vitro (Baker
et al.,, 2007; Tosca et al., 2015), linstabilitt chromosomique est également une
caractéristique des cellules cancéreuses. De maniére intéressante, certaines
aberrations structurelles sont observées plus fréquemment; c’est le cas de gains au
niveau des chromosomes 12, 17, 20 et X dans les CSE et les CSPi en culture
(Laurent et al., 2011; Maitra et al., 2005). Certains de ces gains, en particulier le gain
du 20q, sont frequemment retrouvés dans différents cancers (Kim et al., 2013b).

Il existe également des similitudes entre cellules cancéreuses et cellules souches
pluripotentes en ce qui concerne les profils d’expression des géenes (Schoenhals et
al., 2009) et les marqueurs épigénétiques (Easwaran et al., 2012). Les cibles des
facteurs de pluripotence Nanog, Oct4, Sox2 et c-Myc sont plus souvent surexprimées
dans les cancers peu différenciés que bien différenciés ; ceci a été montré dans des
échantillons de cancer du sein, de glioblastome et de cancer de la vessie (Ben-
Porath et al., 2008). Une hyperméthylation des promoteurs des genes suppresseurs
de tumeur a été observée dans les CSE et une étude de méthylation sur 'ensemble
du génome de CSPi a révélé la présence de profils de méthylation de promoteurs
anormaux similaires a ceux retrouvés dans des cellules cancéreuses mais pas dans
des CSE, ce qui confirme l'idée que reprogrammation et oncogenése ont des
mécanismes moléculaires communs (Ohm et al., 2010). Ceci est corroboré par
'importante expression des facteurs de reprogrammation de Yamanaka, Oct3/4, Klf4,
Sox2 and c-Myc (OKSM) dans différents cancers (Bernhardt et al., 2012). La
surexpression de c-Myc, dont le role transformant est démontré in vitro, est bien
documentée dans plusieurs cancers. Klf4 joue un réle dans le réseau transcriptionnel
qui contréle le maintien de la pluripotence et de I'auto-renouvellement dans les CSE
et les CSPi et il joue également un réle dans la biologie de différentes tumeurs. Son
réle est cependant protéiforme : il a été identifié en tant que géne suppresseur de
tumeur (GST), avec une activité dépendant de p21, dans les cancers du célon et de
'estomac mais il peut aussi agir comme un oncogéne par inhibition de p53 ; ces
différentes activités sont liées a ses différents variants d’épissage et modifications
post-traductionelles (Tetreault et al., 2013). La surexpression d’'Oct4 et Sox2, des
facteurs clés du maintien de la pluripotence dans les CSP, a été rapportée dans
divers cancers (Muller et al., 2016; Schoenhals et al., 2009). D’autres membres de la

famille SOX, comme Sox9 sont surexprimés dans les mélanomes (Shakhova et al.,
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2015), dans les phéochromocytomes (Burnichon et al., 2012). Les facteurs Nanog et
Lin28 ont également un role important dans le phénotype des CSP et sont retrouvés
surexprimés dans les tumeurs ; en particulier, Lin28, est connu pour son role
inhibiteur dans la maturation du micro-ARN (miARN ou miR) let-7 qui a une activité
anti-tumorale (Jeter et al., 2015; Viswanathan et al., 2009). Par ailleurs, il existe
plusieurs variants d’épissage et pseudogénes d’Oct4 et Nanog qui ne sont pas
associés au maintien de la pluripotence mais qui sont surexprimés au cours de
'oncogenése ce qui rend plus complexe leur étude en oncologie.

Certains miARN permettent la reprogrammation de cellules somatiques et la
dérégulation de ces miARN est associée au développement et a la progression
tumorale. Ainsi, la surexpression de miR-302 et miR-200 dans les tumeurs
germinales est corrélée a une surexpression d’Oct4 et Nanog qui se lient eux-méme
a des séquences de régulation de ces miARN (Palmer et al., 2010). Ce miR-302 a
été utilisé pour reprogrammer des cellules somatiques diffférenciées de peau en
CSPi (Lin et al.,, 2008). Certains miARN, qui facilitent la transition mésenchymo-
épithéliale (TME), sont des facilitateurs de reprogrammation comme miR205 et miR
200 (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). En effet, un évenement important durant la
reprogrammation est la survenue d’'une TME qui est assurée par l'inhibition du TGF-
B (Tumor Growth Factor B) et de ses récepteurs par cMyc, Oct4 et Sox2 avec Kif4
gui a un rdle dans l'induction de I'expression de la e-cadherine (Figure 3 ) (Li et al.,
2010b) .
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Figure 3: Réseau moléculaire de I'activation de la transition mésenchymo-épithéliale (TME) et
de suppression de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) par les facteurs de
reprogrammation d’aprés (Li et al., 2010b)

Suppression de la signalisation du TGF-B par les facteurs OKSM et inhibition de Snail par Oct4 et
Sox2 et activation de la TME par Kif4
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La survenue d’'une TME est donc une différence importante entre tumorigénese et
reprogrammation car la transition épithélio-mesenchymateuse (TEM) est considérée
comme une étape importante dans la progression tumorale et peut étre activée par la
voie du TGF-B. Cependant, il a été récemment montré que l'invalidation de SNAIL,
un facteur impliqué dans la TEM diminuait I'efficacité de la reprogrammation alors
gue sa surexpression augmentait cette efficacité (Unternaehrer et al., 2014). La
survenue d’une TEM entraine I'apparition de caractéristiques de cellules souches au
sein des cellules cancéreuses qui I'ont subie (Mani et al., 2008). Il existe donc un lien
complexe entre TEM, TME et caractere souche qui ne peut étre résumé par
I'antagonisme TME-reprogrammation vs TEM-progression tumorale.

La surexpression de facteurs de pluripotence par les cellules tumorales implique
non seulement que les CSP et les cellules cancéreuses partagent certaines
caractéristiques mais également que la reprogrammation et I'oncogénése sont
médiées par certains mécanismes moléculaires communs. Il a été montré que la
sénescence constitue une barriere a la reprogrammation et que I'immortalisation des
cellules via linvalidation de certains éléments de la voie p19(Arf)-p53 augmente
I'efficacité de la reprogrammation jusqu’a 40 fois. Par ailleurs, la voie p53-p21 bloque
le processus de reprogrammation et la mutation p53, impliquée dans 'oncogénése,
facilite la reprogrammation des cellules somatiques (Bernhardt et al., 2012). Il existe
donc des effecteurs communs entre les processus d’oncogénese et de
reprogrammation ce qui laisse penser que I'étude du processus de reprogrammation
pourrait accroitre les connaissances sur les mécanismes de la progression tumorale

et éventuellement permettre d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques.

1.4. Cellule d’origine, syndrome de prédisposition au cancer et intérét des
cellules souches
La cellule d’origine du cancer est une cellule normale appartenant a un tissu
donné et qui va acquérir la premiére mutation oncogénique a l'origine de la tumeur
maligne. Dans ce modéle, la transformation n’est pas nécessairement liée aux
cellules souches cancéreuses qui entretiennent le phénotype tumoral et
reconstituent, a terme, la hiérarchie cellulaire des tumeurs par un phénomeéne de
dedifférenciation en rapport avec la « plasticité » des cellules souches. A l'inverse,
lorsque la transformation a lieu dans une cellule normale mais ayant une potentialité,

« souche », la cellule d’origine est également une cellule souche cancéreuse et elle
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est capable de maintenir le renouvellement des cellules tumorales par ses capacités
d’autorenouvélement. Dans la premiére hypothése, le phénotype de CSC peut étre
acquis apres plusieurs altérations génétiques par des cellules descendantes de la
cellule d’origine initiatrice (Visvader, 2011). La mise en évidence des cellules
d’origine pour un certain nombre de tumeurs a été permise par des expériences de
« lineage tracing » chez la souris et de « barcoding » dans des xénogreffes de
cellules humaines chez la souris (Blanpain and Simons, 2013; Nguyen et al., 2014).

La cellule d’origine, qui est la cible du premier événement transformant qui va
donner naissance au cancer, est particulierement intéressante a étudier dans le
cadre des syndromes de prédisposition au cancer, en particulier quand il existe une
prédisposition a plusieurs tumeurs dans différents tissus. Le modéle le mieux étudié
est celui du cancer du sein BRCAL1 dont la présentation anatomopathologique
habituelle est une tumeur triple négative de type « basal-like ». Cela laissait supposer
que la cellule d’origine de ces tumeurs BRCAL1 mutées triple négatives était la cellule
souche mammaire basale. Cependant, cette hypothése a été infirmée et il a été
montré que la cellule d’origine de ces tumeurs était le progéniteur de type luminal
(Lim et al.,, 2009). L’identification du progéniteur luminal comme étant la cellule
d’origine du cancer du sein BRCA1 muté triple négatif souleve une autre question qui
n'a pas de réponse a I'heure actuelle : est-ce que ce progéniteur est strictement
similaire a un méme progéniteur n’ayant pas de mutation hétérozygote de BRCA1?
Autrement formulé : est ce que la présence d’'une mutation germinale a une influence
sur le phénotype des progéniteurs ? |l a été montré qu’une inactivation homozygote
de BRCAL entraine une mort embryonnaire au jour 7.5 avec des embryons peu
développé en raison d’'un déficit de la prolifération cellulaire et une absence de
mésoderme (Hakem et al., 1996). Cependant, les conséquences, a I'échelon
cellulaire, d’'une mutation BRCA1l hétérozygote au cours du développement
embryonnaire et de la différenciation ne sont pas connues. On peut imaginer que
cette anomalie génétique germinale entraine des anomalies discretes des
progéniteurs luminaux étant donné l'activation de la voie PKC theta observée dans
les CSPi avec mutation hétérozygote de BRCAL dont nous rediscuterons dans la
suite de cette introduction (Soyombo et al., 2013).

L’étude de syndrome de prédisposition au cancer sous le prisme des cellules
souches (cancéreuses et pluripotentes) et des cellules d’origine permet donc de

poser des guestions relatives aux mécanismes moléculaires prédisposant une cellule
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ou des cellules dans un ou différents organes a se transformer. Ce sont ces
qguestions que nous souhaitons aborder dans cette thése concernant les cancers
médullaires de la thyroide et les phéochromocytomes survenant dans le cadre des
néoplasies endocriniennes multiples de type 2 liées aux mutations germinales de
RET.
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2. Les Neoplasies endocriniennes multiples de type 2 et CMT familiaux

2.1.Mutations germinales du gene RET

En 1961, a l'occasion d'une revue de 537 cas de phéochromocytome de la
littérature, Sipple a calculé que la co-occurrence de néoplasies thyroidiennes
représentait une incidence de 112 cas pour 10 000 soit 14 fois l'incidence attendue;
par conséquent, il a émis I'hypothése d'un lien entre les deux maladies qu'il expliquait
par un role possible des sécrétions de catécholamines (Sipple, 1961). En 1965,
Wiliams a examiné 17 cas d’associations de cancer de la thyroide et de
phéochromocytomes de la littérature et a émis I'hypothese qu'une prédisposition
génétique pourrait étre la cause de cette association (Williams, 1965). Les
principales caractéristigues de ce syndrome clinique étaient la fréquence du type
meédullaire des cancers de la thyroide, l'incidence élevée de tumeurs bilatérales des
glandes surrénales et I'existence d'antécédents familiaux de cancer de la thyroide.
Ces études fondatrices conduirent a l'identification du syndrome des néoplasies
endocriniennes multiples de type 2 (NEM2) qui sont subdivisées en NEM2A qui
associent CMT, phéochromocytome, hyperparathyroidie, lichen cutané amyloide et
en NEM2B qui associent CMT, phéochromocytome, habitus marfanoide, anomalies
oculaires, ganglioneuromatose (Wells et al., 2013). Les cancers médullaires de la
thyroides familiaux (CMTF) sont maintenant rattachées aux NEM2A avec survenue
exclusive de CMT (Wells et al., 2015a). Les NEM2 sont des maladies héréditaires
autosomiques dominantes dont la physiopathologie est liée a des mutations du
proto-oncogene RET (Rearranged pendant Transfection) (Takahashi et al., 1985),
dont le locus est situé sur le chromosome 10q11.2 (Ishizaka et al., 1989; Simpson et
al., 1987) avec différentes mutations causant différents syndromes (Carlson et al.,
1994; Donis-Keller et al., 1993; Eng et al., 1994a; Hofstra et al., 1994; Mulligan et al.,

1993).
La quasi-totalité des patients atteints de NEM2 a une mutation germinale du
gene RET (Wells et al., 2013). Le gene RET code un récepteur transmembranaire a
activité tyrosine kinase composé d’'un domaine extracellulaire avec 4 domaines type
« cadhérine-like » et une région riche en cystéines immédiatement externe a la
membrane, d’'une région transmembranaire unique et d’'un domaine tyrosine kinase
intracellulaire (Figure 4). Il existe trois isoformes de la protéine Ret, qui difféerent a

leur extrémité C-terminale avec 9, 43 et 51 acides aminés respectivement (RET9,
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RET 43 et RET 51) (Mulligan, 2014; Myers et al., 1995; Tahira et al., 1990) et qui ont

été conservées au cours de I'évolution (Carter et al., 2001).

Domaines
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o0 b ! 310000000000 L)
Domaine
transmembranaire

Domaine
tyrosine-kinase

Autophosphorylation
activatrice

Activation des voies de
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RAS-MAPK
PI3K-AKT
PKCua
Src

Figure 4 : Récepteur Ret, activation de la signalisation par dimérisation.

Le récepteur Ret s’associe a un co-récepteur de la famille du GFRa (GDNF
(Glial Cell Derived Neurotrophic Factor) Receptor), dont il existe 4 membres, pour
former un récepteur d’un ligand de la famille du GDNF. Les ligands de la famille du
GDNF se lient au co-récepteur GFRa ce qui va entrainer le recrutement du récepteur
Ret et sa dimérisation qui va induire I'autophosphorylation activatrice de son domaine
tyrosine kinase et l'activation des voies de signalisation en aval.

Des mutations ponctuelles de RET peuvent entrainer une activation
constitutionnelle du domaine tyrosine kinase du proto-oncogéne. La mutation du
codon 634, qui se produit au niveau des domaines riches en cystéines juxta-
membranaires, entraine la dimérisation du récepteur en l'absence de ligand,
'augmentation de l'autophosphorylation du domaine tyrosine kinase et l'activation
constitutive des voies de signalisation d’aval. La mutation du codon 918, qui se
produit au niveau du domaine tyrosine kinase, provoque une autophosphorylation
constitutionnelle de Ret mais ne provoque pas de dimérisation du récepteur (Gujral
et al., 2006).
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Les mutations causales des NEM2A affectent le domaine extracellulaire riche
en cystéine juxta-membranaire, chacune entrainant la conversion d’une cystéine en
un autre acide aminé, au niveau des codons 634 (exon 11) ou des codons 609, 611,
618, et 620 (exon 10). Ces mutations représentent 98% de toutes les mutations
associées aux NEM2A; la mutation la plus courante, représentant plus de 80% de
toutes les mutations associées aux NEM2A, affectant le codon 634 (Kouvaraki et al.,
2005; Wells et al., 2013).

Chez environ la moitié des patients atteints de CMTF, les mutations affectent
I'exon 10, au niveau des codons 618 et 620 principalement et, dans un nhombre limité
de familles, des mutations affectent I'exon 11 (codons 630, 631 ou 634). On retrouve
également des mutations affectant 'exon 13 (codons 768, 790, 791), I'exon 14
(codons 804, 844) et I'exon 15 (codon 891) dans le domaine intra-cellulaire du gene
chez un nombre croissant de patients (Niccoli-Sire et al., 2001).

Chez environ 95% des patients atteints de NEM2B, une seule mutation
convertissant une méthionine en une thréonine au niveau du codon 918 (exon 16) a
été identifiée (Carlson et al., 1994; Eng et al., 1994b; Hofstra et al., 1994). D'autres
mutations impliquent le codon 883 (exon 15) ou des mutations doubles. Les familles
avec deux ou plusieurs cas de CMT dans lesquelles aucune mutation du proto-
oncogene RET n’a été identifiée dans I'un de ces 7 exons sont extrémement rares et

justifient la réalisation d’'un séquengage complet du géne RET.

2.2. Corrélation génotype/phénotype

Il existe une relation étroite entre génotype et phénotype dans le cadre des
NEM2 qui est résumée dans le Tableau 1.

Le risque de phéochromocytome est d'environ 50% chez les sujets présentant
une mutation du codon 634 et de 8% chez les sujets ayant une mutation dans I'exon
10. Des phéochromocytomes ont été rapportés chez de rares patients avec des
mutations dans les codons 790, 791, 804, et 891. Les phéochromocytomes
survenant chez les patients atteints de NEM2 sont souvent bilatéraux (82% dans une
large série américaine), sécrétent des métanéphrines et des normétanéphrines et ne
sont quasiment jamais malins (Thosani et al., 2013). Presque toutes les familles
présentant des cas d’hyperparathyroidie ou de lichen cutané amyloide ont une
mutation du codon 634. Les familles chez qui s’associent NEM2A et maladie de

Hirschsprung ont des mutations de I'exon 10 au niveau des codons 609, 618 ou 620.
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Risque ) .
Incidence Incidence

Mutation  Exon d’agressivité LCA Hirschprung
pheo HPTH
CMT
G533C 8 Modéré + - N N
C609F/G/R/
10 Modéré +/++ + N @)
SIY
C611F/G/S/
10 Modéré +/++ + N @)
YW
C618F/R/S 10 Modéré +/++ + N O
C620F/R/S 10 Modéré +/++ + N @)
C630R/Y 11 Modéré +/++ + N N
D631Y 11 Modéré +++ - N N
C634F/G/R/ 3
11 Elevé +++ ++ O N
SIWIY
K666E 11 Modéré + - N N
E768D 13 Modéré - - N N
L790F 13 Modéré + - N N
V804L 14 Modéré + + N N
V804M 14 Modéré + + @) N
A883F 15 Elevé +++ - N N
S891A 15 Modéré + + N N
R912P 16 Modéré - - N N
M918T 16 Trés élevé +++ - N N

Tableau 1 : Corrélation génotype-phénotype dans les NEM2, d’aprées (Wells et al., 2015b)

CMT= carcinome médullaire de la thyroide, LCA = lichen Cutané Amyloide, pheo=
phéochromocytome, HPTH = hyperparathyroidie.

Incidence Pheo et HPTH :+ =~10%; ++ =~20%-30%); +++ =~50%.

Hirschrpung : O = association possible, N = pas d’association décrite.

Par rapport aux sujets porteurs de mutations du codon 634, le CMT clinique
se révele habituellement plus tard dans la vie et avec une moindre agressivité chez
les sujets avec des mutations dans les exons 10, 13, 14 ou 15. L’agressivité du CMT
peut varier entre les familles, mais est plus constante a lintérieur d'une famille

donnée, suggérant un role de la composante génétique familiale. Les mutations de
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codon 634 et 918 sont associées a la premiéere apparition du cancer médullaire de la
thyroide a l'age de 15 et 9 mois respectivement (Machens et al.,, 2003). La
corrélation agressivité clinique/age précoce de survenue du CMT et génotype est
traduite dans la classification en 3 niveaux de risques des recommandations de
I'association américaine d’étude de la thyroide (ATA) qui distinguent les mutations a
risque modéré (ex :mutation du codon 620), a risque élevé (ex : mutation du codon
634) et a risque trés élevé (mutation du codon 918) (Wells et al., 2015b). Le
pronostic des patients atteints de NEM2 est clairement corrélé au pronostic du CMT
associé car les phéochromocytomes sont le plus souvent bénins, découverts lors

d’'une surveillance systématique et résécables complétement.

2.3.Comment expliquer la survenue de tumeurs neuroendocrines chez les
patients atteints de mutations germinales de RET?

Les mutations du proto-oncogéne RET jouent un réle central dans la
physiopathologie du CMT et des NEM2. Cependant, la raison de la spécificité du
spectre clinique des tumeurs dans ce syndrome est inconnue. En effet, il est frappant
de constater que des mutations activatrices d'un oncogene, héritées dans le cadre
d'un syndrome autosomique dominant, n’entraine que la formation de tumeurs
neuroendocrines (CMT, phéochromocytomes, hyperparathyroidies) dont [l'origine
embryologique est, principalement ou en partie, issue de la créte neurale tandis
gu'elle est impliquée dans le développement de tumeurs sporadiques du poumon ou
du sein par translocation ou mutations (Mulligan, 2014). La régulation
transcriptionnelle de RET implique, entre autres, PAX3, SOX10 et PHOX 2b qui sont
des facteurs de transcription clés de la différenciation des crétes neurales et on peut
émettre I'hypothése que cette régulation transcriptionnelle puisse expliquer
l'activation « contexte-spécifique » de l'activité oncogénique de Ret (Lang and
Epstein, 2003; Leon et al., 2009). En outre, I'association de Ret a différents membres
de la famille des co-récepteurs GFR pourrait expliquer le développement de tumeurs
tirant leur origine embryologique des crétes neurales. Enfin, les mécanismes
moléculaires qui collaborent avec RET pour la transformation sont mal connus; les
études de séquencage ont été relativement décevantes pour déméler ces
meécanismes car elles n‘ont pas mis en évidence de mutations redondantes

aossociées aux mutations de RET.
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L’influence de la présence d’'une mutation activatrice de RET des le stade de
la CSE et les mécanismes moléculaires susceptibles de favoriser 'émergence
ultérieure de tumeurs dés le stade CSE ne sont pas connus et sont I'objet de ce

travail de these.

2.4.Le cancer médullaire de la thyroide

Le CMT résulte d'une transformation maligne des cellules parafolliculaires (ou
cellules C) de la thyroide, productrices de calcitonine, et représente 3 a 5% de
'ensemble des cancers de la thyroide. Le CMT peut étre sporadique ou héréditaire
dans le cadre des NEM2 (Wells et al., 2013). Les CMT héréditaires représentent
25% de I'ensemble des CMT, sont de transmission autosomique dominante et ont
une pénétrance liée a I'age et au génotype avec une relation génotype-phénotype
bien documentée.
Les données anatomopathologiques, génétiques, de biomarqueurs ainsi que la
physiopathologie et les modéles tumoraux disponibles seront détaillées dans cette

premiere partie.

2.4.1. Anatomo-pathologie, biomarqueurs, génétique et modeles
tumoraux
24.1.1. La cellule C (ou parafolliculaire) normale et son
développement

Au cours de 'embryogénése, au 44°™ jours post conception (18°™ stade de
Carnegie), les corps ultimobranchiaux, qui portent les cellules C et qui sont
originaires de la 4°™® poche pharyngée , fusionnent avec les lobes thyroidiens en
formation (Nilsson and Fagman, 2013; O’Rahilly, 1973; Szinnai, 2014) (

Tableau 2).

28



Date d’apparition au cours de
I’embryogénese humaine
Spécification de I'ébauche médiane au niveau

S - 22°™ JPC, SC 10
du plancher de l'intestin antérieur

Bourgeonnement de I'ébauche thyroidienne 26°™ JPC, SC 12
Individualisation des corps ultimobranchiaux 37°™ JPC, SC15
Migration de I'ébauche thyroidienne et des :
. . 28-48°™ JPC, SC 13-19
corps ultimobranchiaux

Fusion des corps ultimobranchiaux avec les X
44°™ JPC, SC18

lobes thyroidiens
Différenciation terminale 48-80°™ JPC, SG 7-11
Formation des follicules 73-80°™ JPC, SG 10-11
Début de la synthése des hormones

, 80°™ JPC, SG 11
thyroidiennes

Tableau 2: embryologie de la thyroide
JPC: Jour Post Conception, SC: Stade de Carnegie, SG: Semaine Gestationnelle.

Le développement des corps ultimobranchiaux et du mésenchyme pharyngien
dérivé des crétes neurales est dépendant de I'expression du facteur de transcription
Hesl (Kameda et al., 2013). Son invalidation chez la souris entraine une diminution
de 65 a 78% du nombre de thyrocytes mais également des cellules C (Carre et al.,
2011). Les cellules C, qui vont envahir la thyroide a partir des corps
ultimobranchiaux, vont proliférer suite a l'activation des facteurs de transcription
MASH1 (ASCL1) et NKX2-1 (TTF1), ce qui est confirmé par le phénotype des souris
invalidées pour ces 2 genes qui présentent une diminution des cellules C (Kameda et
al.,, 2007a; Kusakabe et al., 2006). NKX2-1 est également important pour la fusion
des corps ultimobranchiaux avec la thyroide (Kusakabe et al., 2006). Les facteurs
moléculaires impliqués dans le développement embryonnaire chez la souris sont
résumeés dans la Figure 5.
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Figure 5: facteurs moléculaires au cours de la différenciation des cellules C chez la souris

Les données histologiques des tissus embryonnaires de souris invalidées pour
différents facteurs de trancription ont permis d’établir les facteurs importants pour le
développement des cellules C. Cependant, il n’est pas démontré que les mémes
facteurs soient impliqués chez ’'homme, méme si on peut s’attendre a une certaine
similitude. 1l a ainsi ét¢ montré, que, au niveau de la 4°™ poche pharyngienne, c’est
NKX2-1 qui est exprimé chez la souris et PAX8 est exprimé chez ’lhomme.

Les cellules C présentent des caractéristigues neuroendocrines similaires a
d’autres cellules neuroendocrines disséminées dans d’autres organes comme, par
exemple, les cellules chromaffines de la surrénale. Sur le plan embryologique, elles
ont été rapportées comme étant originaires de la créte neurale depuis les études
cytochimiques menées chez le rongeur, le poulet (Pearse and Carvalheira, 1967,
Polak et al., 1974) et la chimere caille-poulet (Le Douarin and Le Lievre, 1970).
Cependant, des expériences de « lineage tracing » chez la souris (Kameda et al.,
2007Db) et I'existence de carcinomes mixtes médullaires et papillaires (Nangue et al.,
2009; Verdi et al.,, 2013) ont remis en question cette origine embryologique. Les
données concernant I'embryologie des cellules C seront abordées plus loin dans

cette introduction. Les cellules C sont localisées au sein des follicules thyroidiens,
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entre la membrane basale et les cellules folliculaires et représentent 0.1% des
cellules thyroidiennes. Elles sont retrouvées principalement a la jonction du tiers
supérieur et du tiers moyen des lobes thyroidiens et sont plus nombreuses chez

’homme que chez la femme.

2.4.1.2. Histologie du cancer médullaire de la thyroide.

Le CMT en tant qu’entité clinicopathologique a été décrit par Hazard, Hawk et
Crile en 1959 (Hazard et al., 1959) a partir d’'une série anatomopathologique de 21
tumeurs caractérisées par une structure solide non folliculaire avec présence de
substance amyloide dans le stroma et une fréquence importante de métastases
ganglionnaires. La cellule C (ou parafolliculaire) est la cellule d’origine du CMT
(Williams, 1966) ; cette cellule produit de la calcitonine en réponse a I'hypercalcémie
(Hazard, 1977). Macroscopiguement, la tumeur a une consistance ferme le plus
souvent, de couleur pale ou rougeatre et elle est clairement délimitée par rapport au
tissu environnant ou clairement invasif (Rosai 1992). Les tumeurs sont localisées,
comme les cellules C, a la jonction du tiers supérieur et du tiers moyen des lobes
thyroidiens. Microscopiquement, le CMT est caractérisé par des amas de cellules
étoilées, rondes ou polygonales séparées par un stroma fibreux et pouvant former
des structures d’aspects différents, de trabéculaire a endocrine. Les noyaux sont
réguliers et les mitoses sont rares, et le cytoplasme est éosinophile avec un aspect
finement granuleux. La présence de matériel amyloide dans le stroma est évocatrice
et il est composé de calcitonine (Khurana et al., 2004). Le diagnostic différentiel avec
une métastase de tumeur neuroendocrine d’origine trachéale ou laryngée peut étre
difficile, en particulier celles qui expriment la calcitonine (15% des cas). En effet, le
diagnostic de CMT est posé par la positivité en immunohistochimie pour la
calcitonine et 'ACE (Antigéne Carcino-Embryonnaire). Des carcinomes mixtes sont
observés dans 4 a 19% des cas (Machens and Dralle, 2012) et associent une
composante médullaire et folliculaire (Biscolla et al., 2004). L’existence de ces
carcinomes mixtes est une des données remettant en cause l'origine créte neurale

des cellules C.

2.4.1.3. Particularités histologiques des CMT héréditaires.
La premiere caractéristigue anatomopathologique spécifique observée dans

les maladies héréditaires est I'hyperplasie des cellules C, visibles principalement
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grace a 'immuno-histochimie anti calcitonine. L’hyperplasie des cellules C (HCC) est
définie par une augmentation du nombre de cellules C (plus de 7 cellules par flot de
cellules C, des follicules entierement entourés de cellules C et une distribution des
cellules C au-dela de leur localisation anatomique habituelle (LiVolsi, 1997; Mete and
Asa, 2013).

L’'oncogénése conduisant au CMT est, a l'instar de celle de 'adénocarcinome
colo-rectal par exemple, un processus multiétape, I'hyperplasie des cellules C étant
une lésion pré-néoplasique (Wolfe et al., 1973). De ce fait, les HCC bilatérales sont
considérées comme des lésions pré-tumorales chez les patients atteints de NEM2 ou
elles sont présentes dans quasiment tous les cas et peuvent étre associées a des
micro CMT (< 1cm) (Etit et al., 2008; Kaserer et al., 1998). Les CMT héréditaires sont
donc caractérisés par leur développement a partir des HCC, leur bilatéralité et leur
multicentricité alors que les CMT sporadiques sont généralement des tumeurs

uniques, bilatérales dans moins de 10% des cas ((Miyauchi et al., 2002) (Figure 6).

Cellules C Hyperplasie Micro Carcinome médullaire
normales des cellules C CMT de la thyroide

Calcitonine || fra sy o Calcitonine Calcitonine

Figure 6: Progression tumorale des cellules C vers le CMT, d'aprés Dr A. Al Ghuzlan
et (Machens et al., 2003)

Cependant, il faut distinguer les HCC « néoplasiques » des HCC « réactionnelles »
qui peuvent étre associées a I'hypercalcémie, aux hyperparathyroidies ou a
différentes maladies thyroidiennes comme les thyroidites auto-immunes ou elles sont
présentes dans 20% des cas. Les HCC « réactionnelles » ne se compliquent pas de
CMT et ne sont donc pas considérées comme des lésions pré-tumorales (Guyétant
et al., 2003, 2006; Kaserer et al., 1998).

32



2.4.1.4. Marqueurs biologiques du CMT
2.4.1.41. Calcitonine
La calcitonine est un peptide de 32 acides aminés qui est spécifiquement
sécrété par les cellules C (Costante et al., 2009; Demers and Spencer, 2003). Le
gene CALCA (calcitonin-related polypeptide alpha) est situé sur le bras court du
chromosome 11 (11p15.2) et code la calcitonine ainsi qu'un second peptide, le
calcitonin gene-related peptide (CGRP). Par épissage alternatif du transcrit primaire
de ce géne, les cellules C vont générer TARNm de la calcitonine tandis que les

cellules neurales vont générer TARNm du CGRP (Figure 7).

Géne
Cellules C ALCA Cellules neurales

Epissage ARN

ARNm CTN

Calcitonin Gene Related

Peptide
CLIVAGE ﬂ'm‘f\

Procalcitonine

-57TAA (Aminoprocalcitonine)
CLIVAGE ﬂ DAl

Calcitonine

Figure 7: épissage différentiel du géne CALCA en fonction de la cellule

ARNm CGRP

S I

I

La traduction de 'ARNm de la calcitonine donne naissance a la préprocalcitonine
dont le clivage va générer un peptide signal de 21 acides aminés (AA) et la
procalcitonine qui sera elle-méme ensuite clivée en calcitonine (57 AA en N-terminal)
et en katacalcine (21 AA C-terminal)

La calcitonine est impliguée dans la régulation du métabolisme osseux. Sa
sécrétion est régulée par le calcium extra-cellulaire : une augmentation du calcium
stimule la sécrétion de calcitonine. D’autres substances comme la gastrine (et la
pentagastrine), les agonistes f-adrenergiques, la GHRH (Growth Hormone
Releasing Hormone) et plusieurs peptides d’origine intestinale peuvent stimuler la

sécrétion de calcitonine par les cellules C.
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La concentration normale dans le sérum est inférieure a 10 pg/ml et les
concentrations basales de calcitonine sont plus élevées chez les hommes que chez
les femmes. Les causes de faux positifs sont: linsuffisance rénale sévere,
I'hnyperparathyroidie, les thyroidites auto-immunes, certaines tumeurs folliculaires et
les tumeurs neuroendocrines du pancréas ou des voies respiratoires dans 15% des
cas. Chez les patients atteints de CMT, les concentrations de calcitonine sériques
sont corrélées a la masse tumorale et leur taux pré-opératoire est prédictif de
I'étendue de la maladie et de la probabilité de guérison (Cohen et al., 2000; Machens
et al., 2005). Il existe de rares CMT (<1% des patients), souvent mal différenciés, qui

ne produisent que peu voire pas de calcitonine (Frank-Raue et al., 2013).

2.4.1.4.2. Antigene carcino-embryonnaire

L’ACE est produit par les cellules C néoplasiques (mais également dans
d’autres néoplasies comme celles du colon par exemple). La concentration sérique
d’ACE est normale chez les patients avec un CMT pré-clinique. La mesure de la
concentration sérique d’ACE est utile au cours du suivi, car de fortes concentrations
ou des concentrations augmentant rapidement indiquent une agressivité tumorale et
une progression de la maladie (Demers and Spencer, 2003; Mendelsohn et al.,
1984).

2.4.1.43. Temps de doublement des taux sériques de la
calcitonine

Au moins 4 mesures sérielles des taux sériques de la calcitonine et de 'ACE
permettent la détermination de leur temps de doublement. Ce temps de doublement
peut varier de quelques mois a plusieurs années d’un patient a un autre mais reste
relativement stable pour un méme patient. Le niveau de calcitonine sérique étant,
chez un patient donné, étroitement liée au volume de la tumeur, son temps de
doublement est un fort prédicteur de la progression tumorale (Giraudet et al., 2008)
et de survie (Barbet et al., 2005). Un temps de doublement de la calcitonine entre 6
mois et 2 ans est associé a des taux de survie a 5 et 10 ans de 92% et 37%, alors
gu’un temps de doublement de moins de 6 mois est associé a des taux de survie a 5
et 10 ans de 25% et 8%, respectivement. En général, les temps de doublement de
'ACE et de la calcitonine sont étroitement liés mais il peut arriver que I'ACE

augmente sans variation de la calcitonine.
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2.4.1.5. Altérations génétiques somatiques des CMT sporadiques

Des mutations somatiques ont été identifiees chez 53-94% des patients
porteurs de CMT sporadique. La mutation du codon 918 de RET (M918T), similaire a
celle retrouvée dans les NEM2B, représente 85% des mutations somatiques de RET
trouvées dans les CMT sporadiques et elle est associée a un mauvais pronostic
(Elisei et al., 2008). Dans une étude sur 160 tumeurs sporadiques, il a été observé
que la prévalence de la mutation M918T augmentait de 11% dans les CMT <2cm, a
32% dans les CMT de 2 a 3 cm et 59% dans les tumeurs> 3cm. Ces données
soulevent la question du réle « driver » de la mutation RET dans la physiopathologie
du CMT (Romei et al., 2012). D'autres mutations somatiques sont rares et
concernent les codons 634, 618, 768, 804 et 883 et des délétions partielles du gene
RET.

Des mutations de RAS (principalement HRAS, KRAS et rarement NRAS) ont
été trouvées dans 10 a 26% des CMT et sont mutuellement exclusives des mutations
de RET dans la trés grande majorité des cas. Les données de la littérature sont

résumées dans le Tableau 3.

Nombre Mutation
Auteur tumeurs RET-
i RET+ RAS- RET+ RAS+ RET- RAS+
analysées RAS-
(Moura et al., 2011) 65 39 (60%) 1 (2%) 17 (26%) 8 (12%)
(Boichard et al.,
50 34 (68%) 0 13 (26%) 3 (6%)
2012)
(Agrawal et al.,
57 43 (75%) 0 9 (16%) 5 (9%)
2013)
(Ciampi et al.,
188 80 (43%) 0 19 (10%) 89 (47%)
2013)
(Simbolo et al.,
20 13 (65%) 0 4 (20%) 3 (15%)
2014)

Tableau 3: Mutations somatiques dans les CMT

La prévalence des mutations somatiques de RET dans les CMT sporadiques est
donc de 50 a 70% et celles des mutations RAS est de 10 a 25%. Parmi les 5 études
résumeées ci-dessus, deux ont recherché des mutations d’autres oncogénes. Simbolo
et collaborateurs ont analysé 20 échantillons de CMT sporadiques par séquencage
NGS (Next Generation Sequencing) de 50 oncogenes avec une couverture 100X
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moyenne de 98,8%: 65% des tumeurs présentaient une mutation M918T de RET et
20% une mutation de HRAS ou KRAS mutation (57% des tumeurs RET négatives)
qui étaient mutuellement exclusives (Simbolo et al., 2014). Aucune autre mutation n’a
été trouvée en dehors d’une mutation STK11™>* dans une tumeur mutée RET“®*%,
Agrawal et collaborateurs ont réalisé une étude exploratoire de séquencage NGS de
I'exome de 17 échantillons de CMT sporadiques portant sur les exons codant de 21
000 génes avec une couverture moyenne de 94X (Agrawal et al., 2013). Le nombre
de mutations somatiques par tumeur était faible (17,9 (intervalle 4-29)) et 12
mutations de RET ont été trouvées, ainsi que des mutations dans MDC1, SF3B1,
MGAM, DOCK?9, SEMAGA, TMD et DISP2 dans au moins 2 des 17 tumeurs. Aucune
mutation RAS n’a été trouvée. Un ensemble de 40 échantillons de CMT (dont 19
tumeurs sporadiques) a ensuite été utilisé pour valider la prévalence des mutations
des génes RET, HRAS, KRAS, MDC1: 78%, 18%, 5% et 3% de mutations
somatiques ont été trouveés, respectivement. Analysées ensemble, la cohorte
exploratoire et la cohorte de validation ont montré que 91% des échantillons de CMT
présentaient une mutation de RET, HRAS ou KRAS qui étaient mutuellement
exclusives. Il n’a pas été mis en évidence d’autre anomalie génomique récurrente
(Agrawal et al., 2013).

Ces données de séquengage des tumeurs sporadiques confirment I'importance
des mutations de RET, qui sont les plus fréquentes et avec trés peu d’autres

mutations associées, dans la physiopathologie des CMT sporadiques.

2.4.1.6. Caractérisation moléculaire des CMT
Des études de transcriptome sur puce a ARN ont été effectuées sur des
échantillons de CMT afin d'établir une classification moléculaire de cette maladie.
Dans une étude, 41 tumeurs ont été analysées, comprenant 7 CMT avec mutation
RET®*, 14 RETY®T et 20 tumeurs sans mutation RET. Le clustering hiérarchique a
révélé une discrimination entre tumeurs RETYT et tumeurs RETY/RET®*

(Maliszewska et al., 2013). Les génes associés aux tumeurs RETV9T

sont impliqués
dans la prolifération, I'adhésion cellulaire et la diffusion métastatique ce qui est
cohérent avec le phénotype plus agressif de ces tumeurs. Une autre étude a analysé
le profil d'expression génique de 13 CMT dont 2 tumeurs avec mutation RET®*
héréditaires, 2 tumeurs avec RET®*® héréditaires, 2 tumeurs RET"® somatiques et 7

tumeurs RET™. Cette étude a également révélé 2 groupes de tumeurs: les tumeurs
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mutées RET™® associées aux tumeurs RET" agressives d’une part et les tumeurs
mutées RET®* associées aux tumeurs RET" indolentes (Ameur et al., 2009). Le
premier groupe est caractérisé par l'expression de genes impligués dans la
prolifération cellulaire, la migration et le remodelage de la matrice alors que le
deuxieme groupe est caractérisé par I'expression de genes impliqgués dans la survie
cellulaire, la transcription et la signalisation intracellulaire. Ces études d'expression
génique soulignent I'hétérogénéité moléculaire des CMT et le profil moléculaire
spécifiquement "agressif* des tumeurs mutées RET®*® qui est en corrélation avec

leur agressivité clinique.

2.4.2. Prise en charge clinigue du CMT
2.4.2.1. Diagnostic, bilan pré-thérapeutique, stadification et
pronostic

Le CMT est diagnostiqué chez des patients entre la 4°™ et la 6°™ décennie
présentant un nodule thyroidien et dans 70% des cas des adénopathies. Des
meétastases a distance synchrones hépatiques, pulmonaires ou osseuses sont
retrouvées dans 10% des cas (Kebebew et al., 2000a; Schlumberger et al., 2012,
Wells et al., 2015b). Devant un nodule thyroidien, certains éléments peuvent faire
suspecter un CMT : la localisation au niveau du tiers supérieur d’un lobe, la douleur a
la palpation du nodule ou d’une adénopathie, la présence de « sensation de
chaleur » et ou de diarrhées, une histoire familiale de tumeurs thyroidiennes. Tres
rarement, un syndrome de Cushing ectopique révéle la tumeur (llias et al., 2005;
Wajchenberg et al., 1994). Le diagnostic peut étre évoqué par la cytologie
(Papaparaskeva et al., 2000) mais des faux négatifs sont possibles. Le dosage de la
calcitonine sur liquide de rincage est une aide au diagnostic (Trimboli et al., 2015).
En cas de suspicion de CMT, un dosage de calcitonine est pratiqué. Le dosage de
calcitonine systématique devant tout nodule thyroidien, est sujet a controverse en
raison d’'un rapport codlt/efficacité incertain. En effet, un CMT est retrouvé chez
seulement 0.3 a 1.4% des patients avec nodules thyroidiens mais plus de 1% de la
population générale présente un taux de CTN supérieur a 10 pg/ml, faux-positif dans
la grande majorité des cas (Costante et al., 2007; Elisei et al., 2004; Vierhapper et
al., 1997). L'ATA ne fournit pas de recommandation (Haugen et al., 2015; Wells et
al., 2015b). Un deuxiéme contréle du taux de CTN, le dépistage des faux-positifs, et

le suivi des taux de CTN inférieur a 100 pg/ml sont recommandés.

37



En cas de CMT, un bilan pré-thérapeutique est nécessaire. Celui-ci comportera
un bilan symptomatique, un examen clinique, la détermination des taux sériques de
calcitonine et ACE et une échographie cervicale qui permettra de réaliser le bilan
d’extension loco-régionale de la maladie (thyroide et aires ganglionnaires). Une
recherche de mutation germinale de RET est systématique, associée a la recherche
d’'une hyperparathyroidie (NEM2A) et surtout d’un phéochromocytome qu’il faut
impérativement dépister avant toute chirurgie. En cas de calcitonine supérieure a 500
pg/ml ou symptdomes évocateurs, un bilan d’extension a la recherche de sites
meétastatiques comportera: un scanner cervico-thoraco-abdomino-pelvien avec
injection de produit de contraste, une IRM abdominale et du rachis complet avec
injection de gadolinium et une scintigraphie osseuse.

Le bilan pré-thérapeutique va permettre d’évaluer le stade de la maladie selon la
classification TNM (Tumor, Nodes, Metastasis), en fonction de la taille de la tumeur
primitive thyroidienne et de son extension locale ou métastatique ganglionnaire et/ou

a distance. Les stades TNM sont décrits dans le Tableau 4
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Tumeur primitive (T)

TX Impossible d’évaluer la tumeur primitive.
TO Aucun signe de tumeur primitive.
Tumeur de 2 cm ou moins de diametre et limitée a la thyroide.
T1 Tla - Tumeur de 1 cm ou moins de diamétre.
T1lb — Tumeur de plus de 1 cm mais ne dépassant pas 2 cm de diametre.
Tumeur de plus de 2 cm mais ne dépassant pas 4 cm de diametre et limitée
T a la thyroide.
Tumeur de plus de 4 cm de diameétre et limitée a la thyroide.
ou
T3
Tumeur de toute taille avec extension extra thyroidienne limitée (muscle
sternothyroidien ou tissus mous péri-thyroidiens).
Tumeur qui s’est propagée au-dela de la thyroide.
T4a — envahissement des tissus mous sous cutanés, le larynx, la trachée,
T4 'cesophage ou le nerf laryngé récurrent.

T4b — envahissement du fascia prévertébral ou des vaisseaux médiastinaux

ou de l'artére carotide.

Ganglions lymphatiques régionaux (N)

NX Impossible d’évaluer les ganglions lymphatiques régionaux.

NO Absence de métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux.
Présence de métastases dans les ganglions lymphatiques régionaux.
Nla - Présence de métastases dans les ganglions lymphatiques
prétrachéaux, paratrachéaux et prélaryngés (compartiment VI).

N1

N1lb — Présence de métastases dans les autres ganglions cervicaux
unilatéraux, bilatéraux ou controlatéraux a la tumeur (compartiments I, I, lll,
IV ou V), ou encore dans les ganglions médiastinaux supérieurs

(compartiment VII).

Métastases a distance (M)

MO

Absence de métastase a distance

M1

Présence de métastase(s) a distance

Tableau 4: Classification TNM des CMT
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Les stades TNM sont ensuite regroupés en stades anatomiques et pronostiques,

définis par 'UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (Tableau 5).

Stade
uicc

TNM

Description

Stade |

Tla,Tlb

NO

MO

Tumeur de 2 cm ou moins de diametre et limitée a la thyroide
Aucune propagation aux ganglions lymphatiques

Aucune métastase a distance

Stade Il

T2,T3

NO

MO

Tumeur de plus de 2 cm mais ne dépassant pas 4 cm de diamétre et limitée a la
thyroide

ou

Tumeur de plus de 4 cm de diamétre et limitée a la thyroide

ou

Tumeur de toute taille qui a commencé a se propager légérement aux tissus

voisins de la glande thyroide (extension extrathyroidienne)
Aucune propagation aux ganglions lymphatiques

Aucune métastase a distance

Stade IlI

T1,T2,T3

Nla

MO

Tumeur de toute taille qui peut s’étre propagée un peu a I'extérieur de la thyroide

Propagation aux ganglions lymphatiques prétrachéaux, paratrachéaux et

prélaryngés (ou ganglions delphiens)

Aucune métastase a distance

Stade
IVA

T1,T2,T3

T4a

N1b

Tout

MO

MO

Tumeur de toute taille qui peut s’étre propagée légérement a I'extérieur de la
thyroide

Propagation aux ganglions lymphatiques d’un ou des deux cétés du cou ou aux
ganglions situés dans la partie supérieure du thorax (ganglions médiastinaux
supérieurs)

Aucune métastase a distance

Tumeur qui s’est propagée a I'extérieur de la thyroide aux tissus et aux nerfs
voisins

Propagation ou non aux ganglions lymphatiques

Aucune métastase a distance

Stade
VB

T4b

Tout

MO

Tumeur qui s’est propagée a la région entourant les os de la colonne vertébrale
(fascia prévertébral) ou a un des principaux vaisseaux sanguins voisins, comme

les vaisseaux médiastinaux ou l'artére carotide
Propagation ou non aux ganglions lymphatiques

Aucune métastase a distance

Stade
IVC

ToutT

Tout

M1

Tumeur de toute taille qui s’est propagée ou non a I'extérieur de la thyroide
Propagation ou non aux ganglions lymphatiques

Présence de métastases a distance

Tableau 5: Stades UICC des CMT
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2.4.2.2. Pronostic

De multiples facteurs pronostiques de survie des patients atteints de CMT ont
été évoqués : I'dge au diagnostic, le sexe masculin, I'extension initiale de la maladie
incluant la taille tumorale, I'extension extra-thyroidienne, la présence de métastases
ganglionnaires (fonction de leur localisation, leur nombre, leur taille et I'existence
d’'une extension extra capsulaire) (Machens and Dralle, 2013) ou a
distance, l'invasion vasculaire, le compte mitotique, 'immunomarquage faible de la
calcitonine et la présence de nécrose en anatomopathologie (Dottorini et al., 1996;
Franc et al., 1998; Kebebew et al., 2000b; Pelizzo et al., 2007). En analyse
multivariée, seuls I'age ('age supérieur a 60 ans étant un facteur péjoratif) et le stade
tumoral TNM restent des facteurs pronostiques significatifs indépendants. La survie a
10 ans en fonction des stades est de 100% pour le stade |, 93% pour le stade Il, 71%
pour le stade Ill et 20% pour le stade IV (Bergholm et al., 1997; Kebebew et al.,
2000b). Enfin, la présence d’'une mutation somatique de RET au niveau du codon
918 serait également un facteur de mauvais pronostic (Elisei et al., 2008). Le taux de
base et le temps de doublement de la calcitonine et de 'ACE sont a prendre en

compte (Rohmer et al., 2011).

2.4.3. Prise en charge thérapeutique du CMT
2.4.3.1. Traitement initial de la tumeur primitive

La thyroidectomie totale avec curage ganglionnaire par une eéquipe
expérimentée est le traitement standard de la tumeur primitive. Son objectif est la
normalisation de la calcitonine de base. Elle détermine la survie globale, la survie
sans rechute (Kebebew et al., 2000b; Pelizzo et al., 2007) et représente le premier
temps thérapeutiqgue chez tous les patients ayant une tumeur opérable. Apres la
chirurgie, une substitution par levothyroxine est nécessaire ainsi qu’une surveillance
des marqueurs tumoraux (calcitonine et ACE) 2 a 3 mois aprés la chirurgie afin de
confirmer la rémission compléte en cas de négativation ou de rechercher une rechute

ou des métastases en cas de taux élevé.
2.4.3.2. Maladie avancée et métastatique

La prise en charge médicale du CMT avancé et métastatique a fait I'objet

d’'une revue reproduite en annexe 1 (Hadoux et al., 2016a).
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2.5. Modeles expérimentaux de CMT/NEM2

2.5.1. Souris transgéniques.

Un modéle murin de CMT a été généré par introduction en aval du promoteur
de la calcitonine de la séquence codante de lisoforme Ret9 mutée au niveau du
codon 634 (RET®**) (Michiels et al., 1997). Parmi les 45 souris transgéniques
examinées, 42 ont développé une HCC bilatérale puis CMT avec apparitions de
meétastases chez certaines souris. Aucune anomalie des surrénales n’a été décrite
chez ces souris. Des résultats similaires ont été rapportés pour une souris
transgénique avec une isoforme différente (Ret51) mais la méme mutation (RET®*%)
(Reynolds et al., 2001); des pénétrances différentes ont été observées en fonction du
fond génétique des souris ciblées pour la transgénese, ce qui suggere I'existence de
genes ou d’association de genes/polymorphismes a activité
modificatrice/coopératrice de I'activité oncogénique de Ret (Cranston and Ponder,
2003). Un autre modele de souris transgénique a été généré, avec la méme mutation
mais sous le contrble d'un promoteur constitutivement actif, entrainant une
expression ubiquitaire de Ret dans tous les tissus (Kawai et al.,, 2000). Dans ce
modele, des HCC et des CMT se sont développés dans toutes les souris
transgéniques et la moitié de ces souris a également présenté des adénocarcinomes
mammaires ou des adénocarcinomes de la glande parotide. Aucune tumeur
surrénalienne n’a été observée. En outre, GFRa n'était pas exprimé dans les tissus
tumoraux en raison de la corrélation inverse entre cette expression et la dimérisation
de la protéine mutante Ret®®**. Dans un autre modéle de souris transgénique, La
séquence codant Ret™® liée aux NEM2B été introduite en aval du promoteur de la
calcitonine et a conduit au développement d’HCC et de CMT (Acton et al., 2000).
Enfin, une mutation M919T a été introduite au niveau du géene RET murin (équivalent
de la mutation humaine M918T) ; a I'état hétérozygote celle-ci entrainait I'apparition
d’hyperplasie des cellules C et des cellules chromaffines sans qu'’il soit observé de
CMT (méme chez les souris homozygotes pour la mutation). Des tumeurs
ressemblant a des phéochromocytomes étaient observées chez les souris
homozygotes pour la mutation (Smith-Hicks et al., 2000).

Récemment, le développement de CMT dans un modéle de souris
transgénique conditionnelle avec expression inductible par la doxycycline, sous
contréle du promoteur NSE (Neuron Specific Enolase), de l'isoforme active de cdk5,

p25, a été rapporté (Pozo et al., 2013). Apres induction par la doxycycline, les souris
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ont développé une hyperplasie des cellules C puis des CMT qui ont ensuite régressé
suite a la déprivation en doxycycline. Ce processus oncogénique était en relation
avec la phosphorylation et l'inactivation de Rb par CDK5 activé. D’ailleurs, jusqu’'a
70% des souris Rb+/- et p53+/- ;Rb+/- développent des CMT ce qui confirme
l'importance potentielle de la voie Rb dans I'oncogénése du CMT (Harvey et al.,
1995; Williams et al., 1994). Ce modéle murin a montré I'implication d’autres voies de
signalisation que la voie Ret dans le développement du MTC bien qu’aucune
mutation ou amplification du géne CDK5 n’ait été rapportée dans les tumeurs
humaines et que le statut mutationnel de RET ne soit pas connu dans les souris
CDKS5. Ceci est important pour I'interprétation du réle de cdk5 dans 'oncogénése du
CMT car il a été montré, dans les souris double hétérozygotes RB+/- ;p53+/- la
survenue de mutations additionnelle de RET (codon C611R, C611S et C622R) dans
la moitié des CMT développés (Coxon et al., 1998). Par ailleurs, 'activation de cdk5

dans la lignée cellulaire TT (porteuse de la mutation RET®**

) a été observée, avec
arrét de la croissance de xénogreffes apres traitement par un shARN CDK5 (Lin et
al., 2007). Cdk5 est activé par la voie du GDNF dans les neurones sensitifs et
sympathiques (Ledda et al., 2002). Par conséquent, on ne sait pas Si
I'activation/mutation de cdk5 est un événement transformant propre ou s’il s’agit d’'un
2°™® gvénement coopérant avec des mutations de RET. Dans un autre modéle
murin transgénique linsertion de I'antigéne T du SV40 sous contréle du promoteur
de la calcitonine a conduit au développement de CMT (Baetscher et al., 1991). De
méme, la surexpression de c-mos conduit a la génération de CMT et de
phéochromocytomes, avec des Iésions neurologiques (Schulz et al., 1992).

Ces modéles murins ont donc confirmé le r6le fondamental des mutations de
RET dans la physiopathologie de la maladie mais ont également mis en évidence le
réle de la voie Rb dont l'intéraction et la coopération avec 'oncogénese médiée par

Ret n’est pas encore bien définie.

2.5.2. Autres modeles
La drosophile a été utilisée pour modéliser le CMT car le gene dRET est
hautement conservé par rapport a la forme des mammiféres avec 52% d’homologie
protéique (Das and Cagan, 2013; Read et al., 2005). L'expression des orthologues
mutés de Ret®® (dRet"EV?A) et Ret’® (dRetM®N?®) dans la rétine de drosophile

entraine une augmentation de la prolifération cellulaire et une activation de ras, src et
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JNK similaire a ce qui est observé dans les tumeurs humaines. Le traitement par
Vandetanib des drosophiles avec mutation de dRET a permis de restaurer un
phénotype oculaire comparable a celui des mouches dRET sauvage (Vidal et al.,
2005).

Ce modele a été utilisé pour du criblage de molécule afin de mettre en
évidence de nouveaux inhibiteurs de Ret (Dar et al.,, 2012). Pour ce criblage,

I'orthologue de Ret®®, dRet“EN?®

, est exprimé dans I'ensemble des tissus de la
drosophile et entraine 50 et 100% de mortalité respectivement au stade pupe et
adulte. Ce modéle permet d’identifier des inhibiteurs de Ret qui vont entrainer une
augmentation de la survie des pupes et des drosophiles adultes qui sera également
inversement proportionnelle a la toxicité des composants testés. Dans ce modéle, le
vandétanib et le sorafenib ont un effet modéré sur le plan de I'amélioration de la

TMENZB at/ou

survie de la drosophile, en raison d'une inhibition inefficace de dRE
d’'une toxicité importante. Le criblage a permis de mettre en évidence 2 molécules :
A57 (N-[4-[4-amino-1-(1-methylethyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-yl]phenyl]-N'-[3-
(trifluoromethyl)phenyl]-urea), inhibiteur puissant de Ret avec une activité contre des
lignées de cellules MTC in vitro et in vivo contre des xénogreffes et A80 1-(4-(4-
amino-1-isopropyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-yl)phenyl)-3-(2-fluoro-5-

(trifluoromethyl)phenyl)urea) dont I'activité inhibitrice concomitante de dtor, diminue
la toxicité et améliore l'efficacité (Dar et al.,, 2012; Das and Cagan, 2013). Les
inhibiteurs mis en évidence dans cette étude n'ont pas été développés plus loin en

clinigue a notre connaissance.

2.5.3. Lignées humaines

Les lignées cellulaires les plus fréquemment utilisées dans les études in vitro
portant sur le CMT sont les lignées TT et MZCRC-1. Elles ont été dérivées,
respectivement, a partir d'un épanchement pleural néoplasique d’'une patiente de 43
ans et a partir d’'une biopsie a l'aiguille chez une patiente de 77 ans. La lignée TT
comporte une mutation RET*®** (Carlomagno et al., 1995) et la lignée MZCRC-1
comporte une mutation RETY9!®T  Ces lignées cellulaires ont été utilisées pour
'étude et la validation pré-clinique de plusieurs thérapies ciblées comme le
vandetanib (Verbeek et al., 2011; Vitagliano et al., 2011), le cabozantinib (Verbeek et
al., 2011), le sunitinib (Broutin et al., 2011) ou le ponatinib (De Falco et al., 2013).
Elles ont une utilité importante en tant que modeéle cellulaire permettant d’étudier
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l'inhibition de Ret mais elles sont porteuses d’anomalies caryotypiques majeures (80
chromosomes pour la lignée TT et 64 chromosomes pour la lignée MZCRC-1) qui ne
sont pas retrouvées dans les CMT humains qui ont peu d’amplifications ou de
délétions géniques en CGH (Comparative Genomic Hybridization) (Flicker et al.,
2012; Frisk et al., 2001). La pertinence de ce modéle pour I'étude des éventuels

évenements secondaires coopérants avec les mutations de Ret est donc discutable.

2.5.4. Cellules souches cancéreuses de CMT

Une étude de I'équipe du MD Anderson a identifié des cellules CD133+ parmi les
lignées cellulaires de CMT TT et MZCRC (Zhu et al., 2010). Le CD133 est un
marqueur de CSC pour certains cancers et a été retrouvé exprimé par une sous
population des 2 lignées de CMT mais également en immunohistochime (IHC) et
PCR quantitative sur les échantillons tumoraux de patients. Les auteurs ont ensuite
isolé ces cellules et ont montré leur capacité a générer des spheres non adhérentes
en culture, une des caractéristiques des CSC in vitro. Cette capacité a former des
sphéres était dépendante de I'activité de Ret car son invalidation par ARN interférent
diminuait cette capacité. Cette étude a donc suggéré I'existence de CSC dans le
CMT mais la démonstration de leur existence nécessite des expériences de
transplantation chez la souris immunodéprimée afin de prouver la capacité de ces
cellules a reconstituer une tumeur ; ces expériences n’ont pas été rapportées a

I’heure actuelle.
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3. CRISPR/Cas 9 et ingénierie du génome

3.1.Introduction

L’ingénierie du génome (terminologie proposée par 'INSERM (INSERM, 2016))
est une traduction du terme anglo-saxon « genome editing » qui correspond a la
capacité a réaliser des modifications du génome (terminologie de l'académie de
médecine (Jouannet et al., 2016)), éventuellement ciblées au niveau des cellules, ou
de systémes biologiques d’organismes. Cette technologie a un énorme potentiel en
termes de recherche fondamentale, médicale et de bio-ingénierie. Les
endonucléases séquence-spécifiques sont capables de réaliser des modifications
précises du génome dans différents types cellulaires et différentes especes et
permettent d’étudier les mécanismes génétiques de processus biologiques,
d’effectuer des criblages génomiques a haut débit, et éventuellement d’envisager
des thérapies géniques.
Plusieurs technologies d’ingénierie du génome ont été décrites et comprennent les
nucléases a doigt de zinc (Zinc-finger nucléases, ZFN) (Bibikova et al., 2003; Porteus
and Baltimore, 2003), les nucléases effectrices de type activateur de transcription
(transcription activator-like effector nucleases, TALEN) (Wood et al., 2011) et le
systeme de nucléase guidée par ARN CRISPR/Cas9 (Cong et al., 2013; Jinek et al.,
2013; Mali et al., 2013a). Les ZFNs et TALENs combinent un domaine catalytique a
activité endonucléase avec des domaines de liaison a [I'ADN (Acide
désoxyribonucléique) modulaires pour permettre la réalisation de cassures double
brin au niveau de loci précis du génome. Cas 9 est une endonucléase, associée a un
groupe de courtes répétitions palindromiques régulierement espacées (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR), guidée par une molécule
d’ARN qui va s’hybrider avec sa séquence cible au niveau du génome et constitue
un systéme d’ingénierie du génome efficace, spécifique et plus simple a mettre en

ceuvre que les 2 systemes précédents.

3.2.Le systeme CRISPR/Cas9 est impliqué dans I'immunité bactérienne

La nucléase Cas 9 guidée par 'ARN est issue du systéeme immunitaire adaptatif
bactérien « clustered regularly interspaced short palindromic repeats » (CRISPR) et
permet de cliver les séquences d’ADN d’origine exogéne lors des infections par les
phages (Deveau et al., 2010). Trois types de systemes CRISPR ont été identifiés (I a

lIl) chez différentes espéces bactériennes. Chaque systéme CRISPR comprend un
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groupe de genes associés au CRISPR (CRISPR-Associated, CAS) qui code les
différentes sous-unités de la nucléase Cas et un ARN, I'kARN CRISPR» (crARN),
comportant une série d'éléments répétés intercalés avec des séquences
« protospacer » ciblant les séquences spécifiques d’ADN cible exogénes des
organismes invasifs vis-a-vis de la bactérie (Figure 8). Chaque séquence d’ADN cible
d'un « protospacer » est toujours associée a un motif nucléotidique adjacent
(Protospacer Adjacent Motif, PAM), nécessaire a la fixation de la nucléase Cas

spécifiqgue de chaque systeme CRISPR.

Séquences répétées

fammEn—

/ /
Cas9 Cas1Cas2 Csn2 spacers

tracrARN

l 1. Transcription du pré-crARN

Pré-crARN —~ ~

’/ 2. Maturation par la RNase3 et d’autres nucléases (inconnues)
crARN mature protospacer

Reconnalssance AM 4. Coupure
de la cible double brin
Cas9

tracrARN
mature

Figure 8 Fonctionnement du systéme CRISPR de type Il, d’aprés Zhang lab (genome-

engineering.org).

Le CRISPR de type Il comprend la nucléase Cas9, le crARN et un ARN auxiliaire
transactivateur, le « trans-activating crRNA» (tracrARN) qui facilite la décomposition
du crARN en sous-unités fonctionnelles. Chacune des sous-unités fonctionnelles du
crARN comprend une séquence-guide de 20 nucléotides et une séquence répétée.
Cette séquence-guide de 20 nucléotides va s’hybrider avec la séquence d’ADN cible
et entrainer le recrutement de Cas9 qui va créer une coupure double brin de 'ADN
entre la 17°™ et la 18°™® paire de base de la séquence cible de 20 nucléotides. Dans
le systeme CRISPR dérivé de streptococcus pyogenes (type Il), qui est le systeme le
plus développé pour [lingénierie du génome, la séquence d’ADN cible
complémentaire des 20 nucléotides du crRNA doit comporter, en 3’ immeédiat, un
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motif nucléotidique, le PAM, de type 5-NGG pour qu’une coupure double brin soit
effectuée par Cas 9. La nucléase Cas 9 comporte 2 domaines nucléase : le domaine
NHN coupe le brin d’ADN cible complémentaire de la séquence du crARN et le
domaine RuvC-like coupe le brin d’ADN opposé au brin complémentaire. La
mutagénése d’'un de ces domaines (mutation D10A NHN ou H804A de RuvC) génére
un variant avec une activité de coupure simple brin (activité « nickase », entaille)
tandis que le double mutant a uniguement une activité de fixation a 'ADN. L’intérét

de ces mutants sera détaillé plus loin.

3.3.Utilisation du systéme CRISPR/Cas9 de type Il pour l'ingénierie du
génome

Le systeme CRISPR/Cas9 de type Il a été optimisé pour l'ingénierie du génome
dans les cellules de mammiféres et, en particulier, les cellules humaines. L’enzyme
Cas9 a été modifiée par optimisation de codon pour faciliter sa transcription chez
'hnomme et le crRN et le tracrARN ont été fusionnés en une seule molécule d’ARN
chimérique qui est appelée ARN simple guide (sgARN) (Cong et al., 2013). Par
ailleurs, le systtme CRISPR étant capable d’induire des coupures multiples et
simultanées d’ADN exogéne lors d’une infection, des séquences contenant plusieurs
sgRNA ciblant différents genes permettent d’induire des modifications génomiques
multiples simultanées (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013a). Ces éléments ont été
réunis dans des vecteurs plasmidiqgues permettant de les transfecter, de les
microinjecter ou de produire des particules lentivirales ou adénovirales (Jo et al.,

2015) (https://www.addgene.org/crispr/). Des techniques de transfection directe des

complexes protéine Cas9 :sgRNA ont également été décrites (Zuris et al., 2015). Le
systeme CRIPSR/Cas9 peut étre facilement utilisé pour cibler n’importe quelle
séquence de 20 nucléotides du génome, pourvu qu’une séquence PAM soit présente
immédiatement a proximité, en modifiant uniguement la séquence du sgRNA qui lui
est associée. Par exemple, des souris transgéniques ont été créées avec ce systeme
(Wang et al., 2013a) et des modifications génomiques d’embryons humains ont
également été rapportées (Kang et al., 2016; Liang et al., 2015) ce qui souléve une
discussion éthique nécessaire sur les limites a envisager pour cette technique de
modification du vivant.

La nucléase Cas9 induit des coupures double brins au niveau d’'un locus cible
d’ADN via ses deux domaines nucléase RuvC et HNH. Aprés coupure double brin de
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’ADN, deux principaux mécanismes de réparation cellulaire vont se mettre en
ceuvre ;. la recombinaison homologue (RH) et la jonction d'extrémités non-
homologues (JENH) (Doudna and Charpentier, 2014; Hsu et al., 2014). Ces deux
meécanismes peuvent étre exploités, en ingénierie du génome, pour différents
objectifs (Figure 9).
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Figure 9 : Mécanismes de réparation aprés cassure double brin par Cas9 d'aprés Hsu, Lander
et zhang, Cell 2014

En 'absence de séquence de référence pour la réparation, c’est la JENH qui va
entrainer une ligation des cassures double brin ; cette ligation est sujette aux erreurs
qui vont entrainer des insertions ou délétions de bases (indel). Ceci peut donc étre
exploité pour induire des invalidations de génes grace aux indels induits par le
processus de JENH qui vont aboutir & des mutations de type décalage du cadre de
lecture ou codon stop prématuré au niveau des loci ciblés. Cette application de la
technologie CRISPR/Cas9 permet de générer rapidement et simplement des
invalidations géniques au niveau de cellules ou d’organismes entiers. L’identification
des clones cellulaires mutés par une telle procédure est rapide grace a l'utilisation
d’'une enzyme de restriction sensible aux mésappariements, I'endonucléase T7 qui
va digérer les séquences mutées amplifiees par PCR et rehybridées. Par ailleurs, il a
été possible de développer des librairies de sgARN couvrant une grande partie du

génome humain codant (mais également murin et drosophile) afin de réaliser des
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criblages a haut débit par sélection positive ou négative de genes impliqués dans la
progression tumorale par exemple (Shalem et al., 2014).

En présence d’une matrice de réparation, qui peut étre apportée de maniére
exogéne, c’est la recombinaison homologue qui va intervenir et va permettre de
réaliser des modifications génomiques tres précises a un locus donné. La
recombinaison homologue n’est active que dans les cellules en division et son
efficacité varie en fonction des types cellulaires, du locus ciblé ou de la matrice de
réparation (Saleh-Gohari and Helleday, 2004). Cette matrice de réparation peut se
présenter sous la forme d’ADN double brin plasmidique comportant des séquences
homologues de part et d’autre de la coupure double brin induite afin de faciliter la
recombinaison. Cette stratégie permet de réaliser des knock-in, de la GFP par
exemple (Mali et al., 2013a). L’utilisation d’'un oligonucléotide simple brin (ssODN)
peut servir de matrice de recombinaison et permet de réaliser de petites
modifications ciblées du génome de type mutations ponctuelles éventuellement
multiples et simultanées et d’induire des délétions d’ADN ciblées de petites ou
grandes tailles (Chen et al., 2011). Le taux de recombinants obtenus avec cette
approche est de 1 a 30% ; [lutilisation d’oligonucléotides modifiées avec des
phosphothiorates peut en améliorer l'efficacité (Renaud et al., 2016). La meilleure
efficacité de recombinaison est obtenue pour des ssODN avec des bras d’homologie
de part et d’autre des cassures double brin entre 40 et 90 pb (paires de bases) (70
pb semble optimal) et un site de coupure se situant dans les 40 pb autour de la
mutation ciblée (0-10 pb étant optimal)(Yang et al., 2013).

L’utilisation d’'un oligonucléotide simple brin permet la génération d’'une lignée
cellulaire contrdle isogénique a partir d’'une lignée cellulaire comportant une mutation
sur un gene d’intérét comme, par exemple, une mutation activatrice de RET sur le
codon 634 TGC-> TAC. Il faut alors identifier une séquence a cibler par un sgARN
au niveau de la mutation que l'on souhaite « corriger » et déterminer quelle
séquence présente le moins de risque d’effet hors cible (« off target ») ; ceci peut
étre réalisé avec un outil internet comme le site « CRISPR design »

(http://crispr.mit.edu/) du MIT (Massachussets Institute of Technology). Une fois le

site de coupure identifié et pourvu qu’il soit situé le plus proche possible de la
mutation ciblée, il faut alors mettre au point la séquence du ssODN qui va servir de
matrice de recombinaison. Celui-ci comportera donc des bras d’homologie avec la

séquence cible de part et d’autre du site de coupure, la séquence du codon 634
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sauvage dans I'exemple d’'une « correction » de mutation RET et également une
mutation silencieuse du motif PAM afin d’éviter le clivage du ssODN par la Cas 9 lors
de la recombinaison. L’utilisation de la T7 endonucléase pour le criblage des clones
modifiés génétiquement n’est pas possible car I'objectif est d’obtenir des séquences
homozygotes ; il faut alors essayer d’introduire des mutations silencieuses dans cet
ssODN pour générer un site de restriction qui permettra I'identification des clones par

PCR et digestion enzymatique.

3.4.Spécificité de la nucléase Cas9

La spécificité du systéme est de toute premieére importance car les modifications
génomiques induites sont permanentes. La spécificité de la Cas 9 de streptococcus
pyogenes a été étudiée de maniére extensive par utilisation de librairies de sgARN
comportant des mésappariement a différentes positions (Fu et al., 2014; Hsu et al.,
2013; Mali et al., 2013b). Ces études ont pu démontrer que la nucléase Cas9 toléere
des mésappariement entre le sSJARN et la séquence ADN cible et également des
séquences d’ADN non-cible en fonction de leur nombre, de leur position dans la
séquence et de leur distribution mais également en fonction de la concentration
intracellulaire de Cas9. La diminution de la concentration en Cas9 permet d’améliorer
le ratio on/off target mais avec une efficacité diminuée sur la cible (Hsu et al., 2013).
Cette tolérance aux mésappariement induit, de fait, le risque d’'un effet hors cible,
c’est-a-dire I'induction de coupure double brin a des loci différents de ceux ciblés par
le sgRN. Plusieurs études ont rapporté une faible incidence de modifications hors
cible dans les cellules souches pluripotentes humaines soumises a des modifications
génomiques par CRISPR (Suzuki et al., 2014; Veres et al., 2014; Yang et al., 2014b).
Des déficits de voies de la réparation de 'ADN dans les lignées cancéreuses
utilisées pour les expérimentations initiales du systtme CRISPR/Cas9 pourraient
expliquer une partie de cet effet hors cible et sa moindre importance dans les cellules
souches pluripotentes induites en raison de la fonctionnalité des voies de réparation
de I'ADN dans ces cellules (Hockemeyer and Jaenisch, 2016). Par ailleurs,
'appariement partiel entre sgARN et ADN génomique peut entrainer la fixation de la
Cas9 a des séquences d’ADN non spécifiques sans pour autant entrainer de
coupure double brin (Wu et al.,, 2014). Plusieurs groupes ont développé des
algorithmes qui prédisent les séquences optimales de sgARN en minimisant le risque

d’atteintes génomiques hors cible (par exemple http://tools.genome-engineering.org,
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http://zifit.partners.org, and www.e-crisp.org). Une version nCas9 a activité

« entaillase » (nickase) a été générée (Figure 10) par mutagénese du domaine HNH
avec insertion d’'une mutation D10A ou insertion d’'une mutation H804A dans le
domaine RuvC (Mali et al., 2013b; Ran et al., 2013a). La nCas9 ne réalise plus que
des coupures simple brin et il est alors nécessaire d’associer 2 SQARN a cette nCas9
afin de générer une coupure double brin permettant une modification génomique via
JENH ou recombinaison homologue. Cette stratégie permet de diminuer de 50 a
1500 fois le risque d’effet hors cible (Ran et al., 2013a).
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Figure 10: nCas9 a activité nickase associée en paire afin de générer une cassure double brin,
d'aprés Ran et al 2013

Enfin, une protéine de fusion associe une Cas9 catalytiguement inactive, qui va se
fixer a une séquence génomique via un sgARN spécifique, au domaine nucléase de
Fokl qui nécessite une dimérisation pour effectuer des coupures double brin. En
utilisant 2 sgARN spécifiques de séquences génomigues voisines, on peut induire
une coupure sur un site précis avec une diminution du risque de coupure

inappropriée (Guilinger et al., 2014).

3.5. Extension du spectre d’activité du systéeme CRISPR : Cas9
La capacité de la Cas9 a se fixer sur des sites spécifiques de 'ADN définis par le
SgARN et le PAM est une propriété clé qui a fait envisager son utilisation dans
d’autres applications que son activité nucléase. Une version catalytiquement inactive,
la dCAS9, a été utilisée pour inhiber la transcription de génes, a la maniére de 'ARN
interférent (ARNiI), et a été baptisée CRISPRi (Qi et al., 2013). L’efficacité du
CRISPRI dépend de la localisation de la séquence complémentaire au sgARN sur la
séquence codante : plus celle-ci est proche du site d’initiation de la transcription et

du promoteur et plus l'inhibition de la transcription est efficace. Des protéines de
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fusion entre cette dCas9 et des domaines activateurs (VP64) ou répresseurs de la
transcription (KRAB) permettent d’activer ou de réprimer I'expression de génes cibles
(Gilbert et al., 2013). Ces études ont démontré que dCAs9 pouvait étre utilisée
comme une plateforme modulaire et flexible de fixation a 'ADN permettant le
recrutement de protéines au niveau de régions génomiques cibles. Ceci a été utilisé
pour I'imagerie de séquences répétées et de télomeres dans des cellules vivantes en

utilisant une protéine de fusion entre dCas9 et la GFP (Chen et al., 2013).

3.6.Application du systeme CRISPR en oncologie

Les études génomiques fonctionnelles & haut débit permettent de disséquer le
réle présumé d'oncogénes et de génes suppresseurs de tumeur. Ces études
reposent classiquement sur des surexpressions d’ADNc (ADN complémentaire) et
des interférences par ARN (ARNi) pour entrainer une perte d’expression. Ces
approches ont certaines limitations comme une expression supraphysiologique en
cas d'utilisation de systémes d’expression a partir d’ADNc qui peut entrainer des
effets artéfactuels. Les approches par ARNi sont limitées par l'incertitude concernant
le degré et la stabilité de I'inhibition de I'expression ains qu’un effet hors cible ce qui
peut perturber linterprétation des résultats. Le systéeme CRISPR/Cas9 permet une
discrimination rapide des mutations conductrices (drivers) par rapport aux mutations
passageres. La modification de locus unique ou de loci multiples peut étre obtenue
par [l'expression transitoire ou permanente des composantes du systéme
CRISPR/Cas9 par transfection ou infection retro- ou lentivirale. L’obtention de
mutations perte de fonction repose sur l'utilisation d’'un sgARN ciblant le géne choisi
et sur la réparation par JENH qui va entrainer la génération d’indels comme décrit
plus haut. L'obtention de mutation gain de fonction repose sur [l'utilisation d’un
SgARN accompagné d’'une matrice de réparation sous la forme d’'un ssODN le plus
souvent qui permettra d’intégrer la mutation voulue par recombinaison homologue.
Les lignées cellulaires ciblées et porteuses des indels et/ou mutation gain de fonction
voulus peuvent ensuite étre testées in vitro et in vivo afin d’établir leur influence sur le
phénotype oncologique. Cette approche peut étre utilisée sur des lignées cellulaires
mais également sur des xenogreffes dérivées de patients, sur des organoides en

culture.
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3.6.1. Modélisation de mutations génétiques somatiques a potentiel
oncogeénique
La flexibilité et la modularité du systtme CRISPR/Cas9 a abouti au
développement de multiples applications d’ingénierie du génome in vitro et in vivo
avec des applications en recherche en cancérologie. Des études de mutations de
type perte ou gain de fonction au niveau d’'oncogéne, de GST, de modulateur de la
progression tumorale ou de la réponse au traitement ont été rapportées. Ainsi, la
génération d’organoides intestinaux porteurs de mutations pertes de fonction dans 3
géenes suppresseurs de tumeurs APC, SMAD4 et TP53 et de mutations gain de
fonction au niveau des oncogenes KRAS et/ou PIK3CA a permis de recréer le
développement tumoral du cancer colorectal en reproduisant son paysage
mutationnel grace au systeme CRISPR/Cas9 dans ces organoides qui étaient
tumoraux apres injection sous la capsule rénale de souris immunodéprimées
(Matano et al., 2015). Cependant, les capacités métastatiques n’étaient observées
gue dans les organoides générés a partir d'ladénome avec microsatellites instables
ce qui suggere que les mutations drivers ne sont pas toujours suffisantes pour
induire 'ensemble du phénotype d’'un cancer invasif métastatique.

Le systtme CRISPR/Cas9 a également été utilisé pour mimer des
translocations oncogéniques via la génération de 2 coupures double brin de 'ADN
(Ghezraoui et al.,, 2014) et a permis de générer des translocations drivers des
cancers pulmonaires comme CD74-ROS1, EML4-ALK et KIF5B-RET dans des
lignées cellulaires (Choi and Meyerson, 2014). Cette méme stratégie a pu étre
appliquée in vivo afin de développer des modéles murins de mutagénése et
d’oncogénése somatique par translocation EML4-ALK au niveau de I'épthélium
pulmonaire apres infection avec un adénovirus (Maddalo et al., 2014). Il a également
été possible de générer des cancers du foie par injection hydrodynamique d’un
plasmide exprimant Cas9 et des sgARN ciblant TP53 et PTEN et reproduisant le

phénotype des souris knock-out conditionnel Pten":p53"" (Xue et al., 2014).

3.6.2. Réalisation de criblages pan-génomiques

Le systtme CRISPR/Cas9 permet aussi la réalisation de criblage pan-
génomique par l'utilisation de pool de vecteurs lentiviraux exprimant Cas9, un géne
de résistance a la puromycine et une librairie de 65000 sgARN couvrant 'ensemble

des séquences codantes du génome avec 6 sSgARN pour chague séquence codante
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(librairie Genome-scale CRISPR Knock-Out (GeCKO) v2.0). Cette librairie permet de
générer des invalidations au niveau de toutes les séquences codantes du génome et
la transduction lentivirale avec une virémie faible permet de s’assurer qu’une cellule
ne recoit qu'une seule particule virale avec un seul SQARN. On obtient donc aprés
transduction lentivirale une population de cellules comportant chacune une
invalidation d'un seul géne : certaines cellules vont mourir en raison de cette
invalidation, d’autres vont avoir un avantage prolifératif ou devenir plus résistantes
(ou plus sensibles) a un traitement ; enfin, certaines invalidations n’auront aucune
conséquence sur la cellule. Le séquencage a haut débit de la population cellulaire
obtenue aprés transduction, sélection et éventuel traitement par un agent anti-
cancéreux va donc permettre de mettre en évidence des génes importants pour la
survie cellulaire ou la réponse aux traitements. Ceci a permis d’étudier les
mécanismes de résistance au vemurafenib d’une lignée de mélanome (Shalem et al.,
2014). La lignée de mélanome A375 a été transduite par le pool de lentivirus,
sélectionnée par la puromycine puis traitée par vemurafenib. Les cellules résistantes
au vémurafenib ont ensuite été soumises a un séquencage a haut débit. Ce
séquencage a permis d’identifier les sgARN ayant conféré aux cellules une
résistance au vémurafenib et donc les génes dont linvalidation confere une
résistance a ce traitement comme NF1 et NF2. Cette technique a été comparée a
I'utilisation d’'une librairie de 95000 shARN et montrait une meilleure sensibilité pour
identifier des génes candidats de résistance, en partie en raison d'une perte
d’expression plus stable et plus significative avec les sgARN par rapport aux shARN
(Shalem et al., 2014). Deux autres études ont comparé l'intérét du criblage par
CRISPR/Cas9 par rapport a un criblage par ShARN. Une premiere étude a trouvé
gue le criblage par invalidation de géne via CRISPR/Cas9 était le plus efficient, en
comparaison au CRISPRI et aux shARN dans une étude portant sur des géenes
essentiels et non essentiels, en raison d’'une moindre variabilité des données, d’'une
plus grande constance dans différentes lignées cellulaires et d’'une absence
apparente d’effet hors cible (Evers et al., 2016). Une autre étude a mis en évidence
une efficacité équivalente des 2 systemes qui produisent des résultats différents et
l'intérét de combiner les deux approches pour améliorer la performance du criblage
(Morgens et al., 2016). Ce systeme de criblage a haut débit a également été utilisé in
vivo dans un modéle murin de métastases pulmonaires (Wu et al., 2014). Une lignée

cellulaire dérivée d’'un cancer bronchique a petites cellules murin, non métastatique,
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a été transduite avec une librairie de sgARN ciblant toutes les ségquences codantes
murines puis les cellules ont été injectées en sous-cutané et ont généré des tumeurs
mais également des meétastases. Par le séquencage comparatif des tumeurs
primaires et des métastases pour mettre en évidence les sgARN resppectivement
représentes, les auteurs ont pu identifier des mutations perte de fonction favorisant le
processus meétastatigue pulmonaire dans leur modele, comme des mutations de
CDKN2B, NF2, PTEN (Chen et al., 2015).

3.6.3. Modélisation de mutations germinales a potentiel oncogénique

Les modeles murins génétiquement modifiés de cancer ont joué un réle
important pour la découverte des mécanismes d’initiation, de maintenance et de
progression tumorale (Sanchez-Rivera and Jacks, 2015). Par ailleurs, ils constituent
des modéles valides pour tester différents agents anti-cancéreux et pour étudier les
mécanismes de résistance aux traitements (Chen et al.,, 2012). Cependant, la
génération de souris génétiquement modifiees (SGM) est un processus long et
colteux et il est difficile, avec les techniques classiques, d’introduire des
modifications génomiques multiples dans les souris. Le systtme CRISPR/Cas9
permet la génération de SGM en une étape par micro-injection de sgARN, d’ARN
messager de Cas9 et de matrice de réparation (si nécessaire) dans un zygote de
souris permettant d’aboutir a un développement au stade blastocyste dans 76 a 87%
des cas et I'obtention de SGM pour 18% environ des embryons réimplantés avec la
possibilité d’obtenir des souris porteuses de mutations multiples (Wang et al.,
2013a). Cette technique permet d’obtenir la premiére génération de SGM en 4
semaines environ (Yang et al.,, 2014a) ce qui va faciliter le développement de
modeles murins de cancer de plus en plus précis.

Le systtme CRISPR est donc un formidable outil pour la recherche en
cancérologie permettant de mimer des altérations génomiques uniques ou multiples
afin d’étudier leur influence sur le phénotype tumoral in vitro ou in vivo, dans un
contexte germinal ou constitutionnel, de réaliser des criblages pan-génomiques a le
recherche de génes pro ou anti-tumoraux ou responsables de sensibilité ou de
résistance aux traitements anti cancéreux et enfin de générer des modéles murins
d’oncogénése au niveau germinal ou somatique rapidement et avec la possibilité

d’étudier I'association de mutations diverses sur le phénotype tumoral.
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4. Les Cellules souches embryonnaires et cellules souches pluripotentes

induites

4.1.Cellules souches : définitions

Les deux caractéristiques principales des cellules souches (CS) sont la capacité
d’auto-renouvélement et de différenciation pour donner naissance a des cellules
spécialisées, tout en restant elle-méme indifférenciées. Plusieurs types de cellules
souches sont actuellement identifiés et caractérisés par des tests fonctionnels ainsi
gue par des marqueurs phénotypiques et génomiques.
La totipotence est un terme réserve a I'ceuf fécondé, les cellules souches totipotentes
sont présentes du stade zygote au stade blastomere 8 cellules et sont capables de
donner naissance a tous les tissus embryonnaires (ectoderme, mésoderme et
endoderme) mais également extra-embryonnaires (placenta et cordon ombilical). Les
cellules souches embryonnaires (CSE), générées par la mise en culture de la masse
interne d’'un blastocyste sont caractérisées par leur pluripotence blastocyste et sont
capables de donner naissance aux différents tissus d’origine embryonnaire, y
compris la lignée germinale, mais pas extra-embryonnaire.
La multipotence est un terme réservé aux cellules souches capables de reconstituer
'ensemble des CS d’un tissu entier (comme par exemple les cellules souches
hématopoiétiques).

La capacité d’auto-renouvélement signifie que les cellules souches sont
capables, de maniére physiologique, de se diviser de maniére illimitée tout en
conservant leurs propriétés phénotypiques, génétiques et épigénétiques a chaque
génération. La génération de deux cellules filles identiques a la cellule mere définit la
division symétrique tandis que la génération d’une cellule fille identique a la cellule
meére et d’'une autre cellule différente (engagée dans un processus de différenciation
par exemple) est appelée division asymétrique. Les mécanismes fondamentaux qui
permettent le maintien de ce processus sont actuellement connus, faisant intervenir
des mécanismes intrinséques notamment génomiques ou des mécanismes
extrinséques liés par exemple a I'action de la niche des CS (Morrison and Kimble,
2006; Tulina and Matunis, 2001). Les cellules souches ont la capacité de donner
naissance a différents types cellulaires, par différenciation. Le potentiel de
différenciation des cellules souches diminue au cours du développement

by

embryonnaire et les CSP laissent ensuite la place a des cellules souches

57



multipotentes qui vont avoir un réle dans I'organogénése foetale. On peut citer les
cellules souches de la créte neurale, qui vont participer au développement de la face,
du systeme nerveux autonome, de la lignée mélanocytaire, des surrénales, etc, les
cellules souches mésenchymateuses qui peuvent se différencier en ostéocytes,
chondrocytes, adipocytes et les cellules souches hématopoiétiques qui vont donner
naissance aux différentes lignées de cellules sanguines et perdurent a 'age adulte
(Figure 11).
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Figure 11: Les différents types de cellules souches et leur capacité de différenciation (adapté de

http://svt.ac-dijon.fr.

Enfin, il existe des cellules souches uni-, bi- ou tri-potentes qui sont plus ou moins
nombreuses et actives en fonction du tissu considéré et vont avoir un rbéle dans

’homéostasie tissulaire ; on peut citer les cellules satellites musculaires qui sont
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unipotentes ou les cellules chondro-ostéogéniques de la moelle osseuse, dérivées

des cellules souches mésenchymateuses, qui sont bipotentes, par exemple.

4.2.1solement des cellules souches embryonnaires

Les premieres lignées de CSE murines ont été isolées en 1981 (Evans and
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Les cellules isolées a partir de la masse cellulaire
interne du blastocyste furent mises en culture sur des fibroblastes embryonnaires
murins mitotiguement inactivés (encore utilisés aujourd’hui pour la culture de ces
cellules) et cultivees dans du milieu conditionné de cellules de tératocarcinome avec
du sérum de veau feetal (Martin, 1981). Ces lignées ont représenté des outils de
recherche majeurs permettant des études de différenciation in vitro mais aussi in vivo
grace a la technologie de knock-out permettant la génération de souches de souris
invalidées pour un géne donné (Doyle et al., 2012; Hockemeyer and Jaenisch,
2016).

Des cellules souches murines dérivées de I'épiblaste ont également été dérivées
a partir dembryon de 5.5 a 6.5 jours post conception (Brons et al.,, 2007). Ces
cellules souches de I'épiblaste (CSEp) sont pluripotentes mais ne peuvent pas
donner de chimeres quand elles sont réinjectées dans des blastocystes murins, un
de leur chromosome X est inactivé, il est difficile de les maintenir a I'état clonal, elles
expriment les genes de pluripotence mais également certains génes de
différenciation a des niveaux plus élevés que les cellules souches pluripotentes
dérivées de la masse cellulaire interne. Ces différences ont conduit a proposer les
appellations de cellules souches pluripotentes « naives » pour Les CSP murines
dérivées du blastocystes et de cellules souches pluripotentes « amorcées » pour les
CSEp. Les CSP humaines ont des caractéristiques plus proches des CSEp que des
CSP murines naives et des conditions de culture particulieres sont nécessaires pour
obtenir des CSP humaines naives comparables aux CSP murines (Hanna et al.,
2010). Le développement de [utilisation des CSP a ensuite été facilité par
I'amélioration de leurs conditions de culture avec la mise en évidence de lI'importance
du facteur inhibant la leucémie (LIF) pour les CSP murines (Smith et al., 1988) ;
facteur de croissance fibroblastique basique (bFGF) et du milieu sans sérum pour les
CSP humaines (Amit et al., 2000).

Les premieres lignées de CSE humaines furent dérivées en 1998 (Thomson et

al., 1998) dont les lignées H1 (caryotype normal XY) et H9 (caryotype normal XX) qui
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sont encore utilisées aujourd’hui dans les laboratoires étudiant les cellules souches
embryonnaires et pluripotentes humaines. Initialement dérivées de blastocystes
humains, les CSE humaines ont ensuite également été dérivées des cellules de la

morula et le taux de dérivation est de 10 a 25% en fonction des blastocystes.

4.3.Cellules souches pluripotentes induites

4.3.1. Reprogrammation des cellules différenciées en CSPi

L’isolement et la mise en culture des CSP, en particulier humaines, pose des
problemes liés a la question éthique de la recherche sur 'embryon avec des
disparités de législation et d’autorisation de recherche entre les pays. La recherche
d’'un procédé permettant de générer des CSP a partir de cellules somatiques
différenciées a donc fait I'objet d’une intense recherche depuis plus de 50 ans et a
abouti a la description des méthodes de reprogrammation de cellules somatiques
différenciées en cellules souches pluripotentes induites, les CSPi. Cette
« reprogrammation » a un intérét considérable en recherche fondamentale et
cliniue. Elle pourrait permettre, pour un patient donné, d’obtenir des tissus
histocompatibles générés par différenciation de CSPi issues de la reprogrammation
des propres cellules différenciées du patient.

La premiéere description de reprogrammation nucléaire date de 1962 quand
Gurdon a démontré qu’il était possible de générer des tétards de Xenope apres
transplantation de noyaux de cellules intestinales différenciées dans des ovocytes
(Gurdon, 1962). Ces expériences ont montré que l'information génétique des cellules
différenciées n’était pas modifiée au cours de la différenciation a partir de la cellule
souche pluripotente et qu'une réversibilité était donc possible. Ceci a abouti a la
naissance de la brebis Dolly (Wilmut et al.,, 1997). La deuxiéme technique de
reprogrammation décrite a consisté a fusionner des cellules de carcinome
embryonnaire a des thymocytes : les cellules pluripotentes imposent leur phénotype
en cas de fusion cellulaire, ceci a été reproduit par la fusion de CSE avec des
cellules différenciées (Cowan et al., 2005; Miller and Ruddle, 1976). Ces expériences
de fusion cellulaire ont montré qu’il était possible de «reprogrammer » une cellule
somatique adulte apres induction d’une fusion avec les cellules CSE (Yu et al., 2006)
qui s’accompagnait dans les cellules adultes d’'une activation du géne Oct4.

En 2006, Takahashi et Yamanaka publierent le premier article décrivant la

reprogrammation de fibroblastes murins en CSPi par transduction virale de 4
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facteurs : Oct3/4, Klf4, Sox2 and c-Myc (OKSM) (Takahashi and Yamanaka, 2006).
Leur hypothese de départ était basée sur le fait que la reprogrammation par fusion
ou par transfert nucléaire suggérait que les CSP contenaient des facteurs permettant
de conférer une pluripotence a des cellules somatiques différenciées. Apres avoir
sélectionné 24 facteurs impliqués dans la maintenance de la pluripotence des CSP,
ilIs ont pu montrer que la transduction rétrovirale de ces 24 facteurs permettait
d’obtenir des CSPi puis ont identifié les 4 facteurs nécessaires et suffisants a partir
de cette liste: Oct3/4, Klf4, Sox2 and c-Myc. La génération de chiméeres murines a
partir de ces CSPi a démontré le caractere pluripotent de ces cellules. Ces
recherches ont valu le prix Nobel a Yamanaka en 2012. Peu aprés, la méthode a été
appliquée aux cellules somatiques humaines (Takahashi et al., 2007).

Dans le cadre de la génération de CSPi humaines, les méthodes les plus
fréquemment utilisées sont non intégratives et consistent en l'utilisation de virus
Sendali, de vecteurs épisomaux, de transfection d’ARN ou d’injection de protéines
(Zhou and Zeng, 2013). Le tissu de départ est le plus souvent de la peau d’ou sont
extrait des fibroblastes ou des cellules sanguines, technique la plus utilisée dans
notre laboratoire. La transduction virale des cellules sanguines de patients avec des
virus Sendai exprimant les 4 facteurs OKSM va entrainer I'expression de ces

facteurs par les cellules différenciées et va initier la reprogrammation (Figure 12).

Virus Sendai

patients

Expression ectopigue Diminution progressive de
des 4 facteurs de I'expression des transgénes
pluripotence viraux,

Expression
des fransgénes viraux

Expression
Facteurs endogénes

Figure 12: Reprogrammation de cellules sanguines de patients avec le virus Sendai, d'apres
O.Féraud.

Au fur et a mesure que le processus moléculaire de reprogrammation

progresse, I'expression virale des transgénes va étre remplacée par I'expression
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endogene des facteurs OKSM ce qui constitue I'avantage des méthodes non
intégratives qui évitent de maintenir I'expression rétrovirale des facteurs de

pluripotence aprés la génération de CSPi.

4.3.2. Evenements  moléculaires survenant au cours de la
reprogrammation
Le processus de reprogrammation est inefficace avec moins de 3% des cellules
somatiques exprimant les facteurs OKSM qui vont donner naissance a des CSPi.
Pour atteindre la pluripotence, les cellules doivent passer au travers de mutiples
points de contrbles et de barrieres potentielles : 'apoptose et la sénescence, la
transition mésenchymo-épithéliale, une transition métabolique, l'acquisition des
genes précoces de pluripotences et finalement I'activation du réseau épigéenétique et
trancriptionnel complet de la pluripotence (Xu et al., 2016). La progression vers la
pluripotence se fait via plusieurs « vagues » transcriptionnelles (Figure 13)
(Cacchiarelli et al., 2015).

Evénements moléculaires

Transition

Inactivation du mésenchymo-épithéliale

programme somatique

Acquisition de AP, SSEA3

Résistance a la ot TRA1-60

sénescence

Activation des génes

Transition métabolique )
de pluripotence

J5 J10 J15 J20

Cellules iPSC
somatigues

Génes Génes de Réseau de

homéotiques I'embryogénése |___J pluripotence

Génes précoce Margueurs de
endodermiques et Génes de I'embryon pré et

Génes ! ; - ; ;
mésenchy- mésodermiques I'endoderme primitif post implantatoire
mateux Génes des3
feuillets primitifs

Vagues transcriptionnelles

Prolifération
métabolisme

Figure 13: Mécanismes moléculaires de la reprogrammation, adapté de (Xu et al., 2016) et
d’aprés (Cacchiarelli et al., 2015)

La reprogrammation est un processus stressant au niveau cellulaire qui entraine

la production d’espéces réactives de I'oxygéne et une réponse aux dommages de
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’ADN qui peut entrainer une apoptose via I'activation des caspases 3/8 de maniére
Oct4 dépendante (Li et al., 2010a). Dans la phase précoce de la reprogrammation, le
cycle cellulaire est crucial car les cellules quiescentes sont réfractaires a la
reprogrammation alors que les cellules se divisant rapidement y sont particulierement
sensibles. Les cellules somatiques soumises a la reprogrammation (fibroblastes,
cellules sanguines) sont d’origine mésenchymateuse alors que les CSE sont
épithéliales ce qui nécessite la survenue d’une transition mésenchymo-épithéliale
sous le contréle des facteurs OKSM : Oct4, Sox2 et c-myc inhibe la signalisation du
TGFB et donc répriment Snail, un des régulateurs majeurs de la transition épithélio-
mésenchymateuse pendant que KLf4 augmente I'expression de genes épithéliaux
comme la E-cadhérine (Li et al., 2010b). La TME survient plus tard pour les cellules
humaines par rapport aux cellules de souris ce qui explique en partie la lenteur du
processus de reprogrammation chez 'homme. La reprogrammation implique une
transition métabolique d’'un métabolisme oxydatif mitochondrial vers un programme
métabolique de type glycolytique qui permet d’aboutir & une production plus rapide
d’énergie mais également a une suppression de la génération d’espéces réactives
de I'oxygéne car celle-ci sont un frein a la reprogrammation (Varum et al., 2011).

Le processus de reprogrammation, qui prend 3 a 4 semaines environ pour les
cellules humaines, entraine un remodelage épigénétique du statut de méthylation de
'ADN et des histones de cellules différenciées vers le statut de méthylation
caractéristigue des CSE (Maherali et al., 2007). Par ailleurs, des expériences
d’analyse d’expression de genes dans différentes populations de cellules au cours
de la reprogrammation voire de cellules isolées ont révelé que le processus de
reprogrammation est a la fois déterministe et stochastique. Les données des
laboratoires de Hochedlinger et Jaenisch, portant sur I'étude de fibroblastes murins
avec expression inductible des facteurs OKSM, suggérent qu'une premiére
« vague » de remodelage transcriptionnel fait intervenir les facteurs Klf4, qui va avoir
un réle de répresseur des génes de différenciation, et c-Myc. Suite a cette premiere
« vague » qui pousse les cellules différenciées dans la voie de la reprogrammation,
des évenements stochastiques de remodelage épigénétique ou transcriptionnel vont
intervenir. Cette phase stochastique, si elle aboutit a l'activation de régulateurs
comme Utfl, Esrrb, Dppa2, et Lin28, va permettre a certaines cellules de progresser
vers ['état pluripotent grace a I'activation du locus de SOX2. Il y a alors une deuxieme

«vague » transcriptionnelle, dépendante de l'activit¢ de Sox2, et dans laquelle
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intervient également Kif4, dans un role d’activation des genes de pluripotence, et qui
va aboutir a 'apparition de CSPi (Buganim et al., 2012; Polo et al., 2010).

Chez 'homme, la diminution d’expression des génes somatiques puis
lactivation du réseau transcriptionnel de la pluripotence passe également par
plusieurs vagues transcriptionnelles. La connaissance précise de ces différentes
étapes transcriptionnelles de la reprogrammation a été rendue possible par I'étude
moléculaire intégrative associant séquencage d’ARN (ARNseq), immunoprécipitation
de chromatine et analyse de méthylation de 'ADN réalisée tous les 3 jours au cours
du processus de reprogrammation inductible par la doxycycline de fibroblastes
humains immortalisés par I'expression de la télomérase (Cacchiarelli et al., 2015).
Ces données montrent qu’'une premiere vague transcriptionnelle, survenant au éme
jour entraine I'expression de genes impliqués dans la prolifération cellulaire et la
transition métabolique comme IGF2, AFP, GSN et ALDH1Al. La 2°™ vague
transcriptionnelle, survenant vers le 10°me jour dans la fraction des cellules exprimant
le marqueur de pluripotence SSEA3 (Stage-specific embryonic antigen 3), inclut des
génes homéotiques comme les génes HOX et des marqueurs du développement
mésodermique comme H19 et endodermique comme le facteur de transcription HNF.
La 3°me vague entraine l'activation des génes de I'embryogénése précoce et de
'endoderme primitif comme NANOG, UTF1, LEFTY2, NODAL et GDF3 avec le pic
d’expression de NANOG précédant I'activation compléte du réseau transcriptionnelle
de la pluripotence. Enfin, en paralléle de I'activation du réseau transcriptionnel de
pluripotence dans les cellules TRA1-60 vers le 20°™ jour, il existe une vague
d’expression de marqueurs pré implantatoire ou trophoblastique comme PPA2/3/5,
DNMT3L, ALPPL2, FGF4, and TFCP2L1 avec une diminution d’expression des
marqueurs des 3 feuillets primitifs comme T, CER1, MIXL1 puis lors de I'apparition
des CSPi, cette « vague pré-implantatoire » s’éteint et laisse place a un programme
d’expression génique de type post-implantatoire. Ces données sur les différentes
vagues transcriptionnelles obtenues par ARNseq ont ensuite été corroborées par les
données de méthylation qui montrent un parallele entre les sites de remodelage
chromatinien et les différentes vagues transcriptionnelles observées ainsi qu’un état
chromatinien de type pré-implantatoire en fin de reprogrammation dans les cellules

TRA1-60 avant I'obtention des CSPi définitives (Cacchiarelli et al., 2015).
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4.4.Caractérisation de la pluripotence

Indépendamment de leur origine et de la technique utilisée pour les isoler, les
CSP partagent les mémes propriétés biologiques mais présentent des variations
propres a chaque lignée en culture, dans leurs capacités de différenciation et dans
leur stabilité génétique et épigénétique. Ces différences sont probablement liées au
fond génétique de chaque lignée qui lui est propre. Les CSP sont cultivées sous
forme de colonies qui ne sont pas dissociées en cellules uniques lors de chaque
passage afin de favoriser la croissance et la survie cellulaire. Par ailleurs, une
différenciation spontanée in vitro est fréquemment observée en culture,
principalement pour les CSP humaines, et il est donc nécessaire détre
particuliérement vigilant sur les conditions de culture (nécessité d’'un changement de
milieu quotidien) et d’éliminer toutes les cellules différenciées au fur et a mesure des
passages. L’analyse morphologique des colonies de CSP humaines révéele des
cellules habituellement arrondies, a bord net et ce contr6le visuel est une premiere
étape dans la caractérisation des cellules.

Les CSP sont capables de former des corps embryonnaires quand elles sont
mises en culture non adhérente dans un milieu de culture capable d’induire leur
différenciation. Ces corps embryonnaires comportent alors des cellules filles issues
des CSP et avec des capacités de différenciation dans les lignées endodermiques,
mésodermiques et ectodermiques ce qui confirme le caractére pluripotent des CSP.
Le test de pluripotence de référence pour les CSP murines est leur capacité a
générer un chimérisme apres injection dans la masse cellulaire interne d’'un
blastocyste suivi de réimplantation qui va donner naissance a une souris chimeére
dont une partie des tissus est originaire des CSP injectées dans le blastocyste. Ce
test est impossible a réaliser pour les CSP humaines pour des raisons éthiques
évidentes. La pluripotence des CSP humaines est confirmée par leur tératogénicité
apres injection intra-musculaire chez la souris et la mise en évidence de tissus
normaux issus des 3 feuillets embryonnaires ectoderme, mésoderme et endoderme
en analyse histologique. Ce test de tératogénicité est le « gold standard » pour

affirmer la pluripotence.

4.4.1. Marqueurs de pluripotence
Des marqueurs de pluripotence membranaires peuvent étre détectés. Les

CSP humaines expriment des marqueurs extra-membranaires glycolipidiques
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comme SSEA-3 et SSEA-4 (Stage-Specific Embryonic Antigen 3 et 4) qui sont
exprimés par les cellules de la masse cellulaire interne du blastocyste mais dont la
fonction reste inconnue. Les antigénes TRA-1-60 et TRA-1-81 (Tumor Rejection
Antigen), des protéoglycanes kératanes sulfates sialylées, peuvent également étre
deétectés sur les CSP humaines mais sont absents des CSP murines. Au cours de la
reprogrammation, les cellules humaines vont d’abord acquérir 'expression de SSEA3
puis c’'est TRA1-60 qui sera exprimé dans un second temps (Cacchiarelli et al.,
2015).

D’autres marqueurs sont nucléaires et correspondent a des facteurs de
transcription dont 'activité est fondamentale dans le maintien de la pluripotence ; on
peut citer Oct4, Nanog ou Sox2. Oct4 est un facteur de transcription dont
I'expression débute au stade 4 a 8 cellules puis se prolonge dans la masse cellulaire
interne et dans les cellules de la lignée germinale. Nanog est exprimé a partir du
stade morula puis dans les cellules de la masse cellulaire interne et également dans
les cellules germinales précoces. Sox2 interagit avec les facteurs de transcription
ayant un domaine POU, comme Oct4, avec lequel il est co-exprimé. Sox2 agit de
maniére synergique avec Oct4 avec un role de répresseur ou d’activateur en fonction
des génes régulés (Rizzino, 2013).

La mise en évidence de l'expression des facteurs membranaires et/ou
nucléaires décrits ci-dessus est complémentaire du test de tératogénicité pour

confirmer la pluripotence des CSP humaines.

4.4.2. Autres caractérisations

D’autres explorations sont nécessaires pour caractériser précisément les CSP et
pouvoir les utiliser comme modéle robuste en recherche voire dans des applications
cliniques. Tout d’abord, il est nécessaire de déterminer le caryotype afin de confirmer
sa normalité. Cependant, il a été montré que la normalité du caryotype n’exclut pas la
présence d’anomalies chromosomiques a type d’amplifications/délétions qui peuvent
étre mises en évidence par CGH (Comparative Genomic Hybridization) et qui sont
mises en évidence de maniére récurrente dans les CSP en culture (Tosca et al.,
2015). D’autre part, les techniques d’empreinte génétique ou de typage HLA
permettent d’assurer une tragabilité des lignées voir d’anticiper leur utilisation en
clinique (Asprer and Lakshmipathy, 2015). Enfin, le contrble de I'absence de

contamination est nécessaire avec, en particulier, la nécessité de contrdler 'absence
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d’infection a mycoplasme qui peut étre fréquente dans les lignées en culture.
L’absence d’infection virale doit étre confirmée si une utilisation clinique est

envisagée.

4.5.Applications du systeme CRISPR/Cas 9 dans la recherche sur les
cellules souches

Les cellules souches pluripotentes induites représentent un outil majeur
permettant des modifications géniques dans des CSP et leurs dérivatifs différenciés.
Via cette capacité de générer un systéme embryonnaire, la technique permet
d’étudier les effets des altérations génétiques spécifiques de maladies particulieres
au sein d’un tissu généré ex-vivo. Des lors, ces cellules permettent d’obtenir un
systeme d’étude in vitro pour modéliser la physiopathologie d’'une maladie (Robinton
and Daley, 2012). Cependant, la variabilité inter-lignée des CSPi, dans leur capacités
de différenciation, par exemple, peut poser probléeme pour I'étude de variations
phénotypiques légéres d’'une maladie donnée et il peut étre difficile de conclure
gu’'une différence phénotypique observée entre 2 lignées est liée a une altération
génomique ou a la variabilité inter-CSPi (Hockemeyer and Jaenisch, 2016). De ce
fait, la génération de lignées isogéniques contrble est trés importante afin de
comparer des cellules qui ne different que par I'altération génétique responsable de
la maladie que l'on souhaite modéliser avec les CSPi. L'utilisation du systéme
CRISPR/Cas9 permet de générer des CSPi contréle dont la mutation est « corrigée »
en exploitant la recombinaison homologue. Par exemple, ceci a permis de générer
des CSPi « corrigées » a partir de CSPi issues de patients porteurs de myopathie de
Duchenne et de montrer que les cellules musculaires issues de la différenciation de
ces CSPi corrigées expriment la dystrophine ce qui n’est pas le cas des cellules
musculaires différenciées a partir des CSPi des patients (Li et al., 2015). Cette
approche a également été utilisée dans une étude « preuve du concept » pour
corriger une mutation du géne CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductor
Receptor) responsable de la mucoviscidose dans des organoides intestinaux et ainsi
restaurer la réponse a 'AMPc qui est absente en cas de mutation de CFTR
(Schwank et al., 2013).
Le systeme CRISPR/Cas 9 a également été utilisé pour induire des mutations dans
des CSPi afin d’étudier des mécanismes pathogénes ou de résistance. On peut citer
linduction de mutation homozygote CCR5A32 dans des CSPi qui entraine une
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résistance a [linfection par le virus dimmunodéficience humaine par les
monocytes/macrophages différenciés a partir de ces CSPi modifiées (Ye et al.,
2014). Enfin, cette approche d’ingénierie du génome dans les CSPi est prometteuse
pour étudier des maladies d’origine polygéniques et démontrer I'implication d’alléles

ou d’association d’alléle dans la physiopathologie (Hockemeyer and Jaenisch, 2016).

4.6.Cellules souches pluripotentes en cancérologie

Le cancer est une maladie complexe qui est la résultante d’anomalies génétiques
et épigénétiques. Comme on l'a détaillé plus haut, il y a des paralleles conceptuels
entre la tumorigénése et le processus de reprogrammation, en particulier en ce qui
concerne les processus de remodelage épigénétique qui sont comparables dans une
certaine mesure. De ce fait, la reprogrammation induite par la transduction de
facteurs de transcription peut constituer un outil intéressant pour I'étude des
processus de régénération et d’'oncogénése, avec des perspectives de développer
de nouvelles approches thérapeutiques.

Les CSE humaines sont des outils cellulaires majeurs pour la recherche
fondamentale et translationnelle mais posent des problemes éthiques inhérents a
leur utilisation. Le développement de la technique de la reprogrammation depuis les
travaux de Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006) ont permis leur utilisation
par le biais des CSPi dont l'utilisation en recherche biologique a été exponentielle
avec une grande variété de technologies de reprogrammation dont les non-
intégratives sont les plus largement utilisées aujourd’hui : virus de Sendali, vecteurs
épisomaux et ARNm. L'utilisation des CSPi comme outils de recherche sur le cancer
a permis d’étudier 'impact de la reprogrammation sur des cellules cancéreuses, leur
intérét comme plateforme de criblage de potentiels nouveaux traitements ou de
toxicités thérapeutiques potentielles et finalement les CSPi ont été utilisées pour la
modélisation de prédisposition génétique familiale au cancer. Cependant, les
applications en cancérologie des CSPi ont mis des limites qui ont été mises en

évidence par les différentes études publiées.

4.6.1. Applications biomédicales potentielles des CSPi dans la recherche
en oncologie
La reprogrammation de cellules cancéreuses primaires en cellules souches

pluripotentes induites a de nombreuses applications potentielles en recherche en
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oncologie. Les CSPi dérivées de tumeurs pourraient étre des objets d’étude pour les
cancers provenant de tissus et cellules a durée de vie limitée en culture ou difficiles &
obtenir des patients ; on pense, par exemple, au tissu cérébral ou aux cellules C. Par
ailleurs, les CSPi pourraient aider a modéliser I'activité de génes associés aux
cancers dont il n’existe pas d’équivalent murin avec la méme activité ou dont les
mutations ou associations de mutations sont trop complexes a modéliser chez la
souris. Les CSPi dérivées de tumeurs humaines peuvent également étre utilisées
pour préserver les génotypes uniques des cellules tumorales dans des biobanques
afin d’étre utilisées pour des études ultérieures et également pouvoir les différencier
en différents tissus. La génération de CSPi a partir de cellules de cordon de patients
qui développeront ensuite un cancer pourrait permettre d’étudier les mécanismes
moléculaires du développement tumoral chez ces individus (Broxmeyer, 2010).
L’utilisation de CSPi en recherche en oncologie présente des avantages et
désavantages par rapport a [l'utilisation de lignées cellulaires ou de modéles
animaux. Tout d’abord, les CSPi sont spécifiques d’espéces et d’individus et donc les
mutations oncogéniques peuvent étre étudiées dans le cadre du contexte génomique
spécifiqgue du patient. Cependant, la nature stochastique du mécanisme moléculaire
de la reprogrammation et la variabilité épigénétique qui en résulte peuvent rendre
difficile I'interprétation de différences phénotypiques entre CSPi pour savoir si ces
différences sont liées a la variabilité d'un clone donné ou a un mécanisme
pathogénique de la maladie modélisée par les CSPi. Ensuite, les CSPi ont des
capacités de prolifération et d’autorenouvellement illimitées ce qui les rend trés
attractives pour du criblage a haut débit d’agent anti-tumoraux ou pour des études
toxicologiques. Les CSPi, bien que relativement stables sur le plan génétique, n’en
sont pas moins des lignées cellulaires qui peuvent accumuler des mutations ou des
anomalies chromosomiques lors de la culture au long cours (Tosca et al., 2015), ceci
constituant un frein a leur utilisation en thérapie cellulaire. Enfin, les CSPi peuvent
étre redifférenciées vers des tissus sensibles ou résistants a la transformation
oncogeénique afin d’étudier comment un oncogéne donné induit un phénotype dans
un type cellulaire et a un stade de développement donné et ceci dans un
environnement donné (niche). Cependant le fait que les voies de signalisation
guidant la différenciation ne soient pas encore suffisamment, voire pas du tout
connues pour un certain nombre de types cellulaires, représente un frein a la

modélisation. La création de modeéles d’organes entiers avec la reconstitution des
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interactions des différents tissus intervenant dans I'oncogénése n’est pas possible
pour certains organes mais est envisageable dans d’autres, comme le cerveau ou le
tube digestif, depuis la description d’organoides, qui sont des« mini organes » (mini-
cblon, mini-cerveau ou mini-rein), générées in vitro a partir de CSPi (Lancaster et al.,
2013; Spence et al., 2011). On peut également imaginer la réalisation de cribles
moléculaires a haut débit en utilisant des cellules difféerenciées a partir de CSPi
spécifiques de cancer, comme cela a été montré, en neurosciences, pour des
cellules souches de la créte neurales différenciées a partir d’CSPi porteuses de
mutations IKBKAP de la dysautonomie familiale (Lee et al, 2012). Si la
différenciation des CSPi peut modéliser le développement tumoral in vitro, alors des
molécules éliminant sélectivement ces cellules tumorales peuvent étre identifiées et
également testées sur d’autres types cellulaires dérivés a partir de ces mémes CSPi
pour évaluer leur effet sur les tissus normaux et anticiper d’éventuels effets
secondaires. Ceci peut donc déboucher sur des criblages de toxicités de différentes
molécules sur différents types cellulaires dérivées des CSPi. Il est important d’étudier
les capacités de différenciation de CSPi dérivées a partir de cellules cancéreuses car
si elles présentaient des déficits dans leurs capacités de différenciation, ces déficits
pourraient étre étudiés et éventuellement servir au développement de thérapies a

visée différenciant et de régression tumorale.

_ Thérapie S iont Thérapie
meédicamenteuse cellulaire
y

, R Micaci =)
3 A ot {oXCY t to Xicjt,
% Eﬁ\cac < € jn Vive
& .
o)
Test de molécules / Rt
\ / Sang
/ ‘/ Cellules d'intérét
HH @i
T e
Susssssuave Modélisation in vivo Différenciation
Criblage a haut débit ' l
Modélisation . Différenciation W Correction | « ‘O }r
In vitro dirigée génique e
Cellules d'intérét CSPi spécifiques de patient CSPi « réparées »

Figure 14: Applications potentielles des CSPi en recherche en cancérologie D’aprés Saul J.
Sharkis et al., Sci Transl Med 2012.

70



Les méthodes d’ingénierie du génome sont largement applicables et
appliquées aux CSP (Hockemeyer and Jaenisch, 2016) ce qui permet de réaliser des
modeles d’oncogénése « sur mesure » en introduisant des mutations dans des
oncogenes ou genes suppresseurs de tumeurs connus et/ou supposés et ainsi
d’étudier leur influence sur 'oncogénése de différents tissus différenciés a partir des
CSPi. L’ingénierie du génome pourrait également permettre de « corriger » une
mutation responsable d’'une maladie dans des cellules souches de patients afin de
pouvoir les utiliser comme source de thérapie cellulaire, comme cela a été montré
dans un modele de drépanocytose humaine corrigée par la technologie
CRISPR/Cas9 (Huang et al., 2015). En effet, les CSPi sont une source potentielle de
tissus pour la médecine régénérative et, en oncologie, pourrait constituer une source
de cellules souches hématopoiétiques pour la greffe de moélle de patients traités
pour leucémie ou encore une source de cellules de peau ou mésenchymateuses
autologues pour faciliter la reconstruction et la cicatrisation lors de chirurgie étendues
et délabrantes. Une étude a récemment utilisé les fibroblastes de patients atteints de
leucémie aigué myéloides afin de générer des CSPi puis de les différencier en
progéniteurs hématopoiétiques normaux, c’est-a-dire sans aucune des anomalies
constatées dans les cellules sanguines leucémiques (Salci et al., 2015). L'utilisation
potentielle des CSPi pour de la greffe/transplantation autologue a visée
reconstructrice post traitement pourrait s’organiser a travers une banque de
tissu/CSPi spécifique de patients a I'échelle d’'un pays comme celle constituée au
Japon, [iPS cell stock for regenerative medicine (http://www.cira.kyoto-
u.ac.jp/elresearch/stock.html). Les CSPi pourraient également étre utilisées pour la
génération de meédiateurs cellulaires d’'immunothérapies comme cela a été montré,
par exemple, avec des cellules NK différenciées a partir de CSPi (Knorr et al., 2013).
Cependant, la sécurité d’emploi de ces cellules en médecine régénérative n’est pas
encore démontrée ; le premier essai de transplantation de cellules pigmentaires de la
rétine autologue dérivées de CSPi chez ’lhomme au Japon a été suspendu en raison
de la découverte de deux altérations géniques dans les cellules différenciées in vitro
du 2°™ patient qui devait étre traité (Scudellari, 2016). Plus inquiétant, il a été décrit
récemment une compression medullaire secondaire a une Iésion néoplasique a
différenciation gliale localisée au niveau de la moelle épiniére thoracique et du cul de
sac dural et développée suite a [linjection intra-thécale de cellules souches

mésenchymateuses, neurales et embryonnaires a un patient pour le traitement de
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séquelles d’AVC (Berkowitz et al., 2016). L'utilisation de CSPi ou de leurs dérivées,
méme autologues, pour la médecine régénérative nécessite donc la plus grande
prudence et de faire la preuve de son inocuité ; I'utilisation de stratégies de géne
suicide a base de thymidine kinase du virus herpes par exemple pourrait étre une
mesure de sécurité a envisager pour l'utilisation de ces cellules en clinique.
L'utilisation d’organoides en trois dimensions in vitro permet de mieux
modéliser la biologie tissulaire. Des organoides d’estomac, d’intestion gréle, de
cblon, de foie, de poumon, de cerveau et de rein ont été générés a partir de CSPi
d’origine humaine (Fatehullah et al., 2016). Les avantages des organoides sont
multiples : reconstitution du milieu tissulaire, meilleure organisation spatiale des
différents types cellulaires de I'organe, meilleure fonctionnement tissulaire et élément
de remplacement potentiel des modéles animaux quand l'utilisation d’un organisme
entier n'est pas nécessaire. Par exemple, les organoides de foie pourraient étre
utiles pour des études de toxicologie et de pharmacocinétique. Il reste encore des
difficultés pour le développement des organoides en lien avec les connaissances des
processus de différenciation et les échanges gazeux par exemple, mais ces modeles
sont sources d’espoir de pouvoir un jour recréer des organes entiers a partir de

cellules souches pluripotentes.

4.6.2. Reprogrammation de cellules cancéreuses : lignées et cellules
primaires

Avant les travaux de Yamanaka, une étude a utilisé une approche de
transplantation nucléaire de noyaux de cellules cancéreuses dans un ovocyte afin
d’étudier l'influence de [I'activité reprogrammante de l'ovocyte sur un génome
oncogénique et les potentialités de ce génome a donner naissance a des tumeurs a
I'échelon d’'un organisme entier. Des cellules de leucémies, lymphomes, cancer du
sein et mélanomes murins ont été utilisées pour ces transferts nucléaires et ont
permis d’obtenir des blastocystes porteurs du génome oncogénique des noyaux
transplantés. Ces données ont montré que malgré les nombreuses anomalies
génétiques présentes dans une cellule cancéreuse, un développement cellulaire
normal précoce est possible dans un contexte embryonnaire.

Cependant, seuls les blastocystes générés a partir de cellules de mélanome
ont permis la dérivation de lignées de CSE porteuses de Ras inductible par la

doxycycline. Ces CSE ont permis la génération de souris chiméres développant
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précocement des meélanomes mais également des rhabdomyosarcomes et des
MPNST (Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor). Ce modele permettait ainsi
d’étudier le potentiel oncogénique d’altérations géniques données dans différents
types de tissus (Hochedlinger et al., 2004).

A I'hneure actuelle, des lignées de CSPi sont générées en routine par de
nombreux laboratoires a partir de tissus différents comme la peau ou le sang (Yang,
2014), provenant de patients atteints de maladies spécifigues mais également de
donneurs sains afin d’établir des lignées témoins. Les genes suppresseurs de tumeur
peuvent constituer un frein a la reprogrammation et leur invalidation permet d’en
améliorer I'efficacité, comme cela a été montré avec RB (Kareta et al.), TP53 (Hong
et al., 2009) ou PTEN (Liao et al., 2013). Cependant, alors que beaucoup de cellules
canceéreuses ont des inactivations de GST, la reprogrammation de ces cellules a été
particulierement difficile et inefficace et relativement peu de publications ont rapporté
des données dans ce domaine au regard de la littérature trés abondante générées
par les cellules souches. Les difficultés de reprogrammation des cellules
cancéreuses sont probablement en lien avec des barriéres génétiques liées aux
mutations oncogéniques, aux modifications épigénétiques, a I'accumulation de
dommages de I'ADN et a I'induction de la sénéscence par la reprogrammation dans
ces cellules (Banito and Gil). Malgré ces difficultés, plusieurs publications ont
rapporté la génération de lignées de CSPi a partir de lignées de cellules
cancéreuses. Différents types de tumeurs ont été étudiés sous l'angle de la
reprogrammation : le mélanome, le cancer de la prostate, les cancers digestifs, les
leucémies myéloides chroniques, le cancer du poumon, du sein, de la vessie les
glioblastomes et les sarcomes (Carette et al., 2010; Corominas-Faja et al., 2013;
Iskender et al., 2016; Lin et al., 2008; Liu et al., 2014; Mathieu et al., 2011; Miyoshi et
al., 2010; Stricker et al., 2013; Utikal et al., 2009; Zhang et al., 2013).

La reprogrammation de lignées cellulaires cancéreuses Colo (mélanome) et
PC-3 (prostate) a été réalisée par I'expression du miARN mIR-302 (Lin et al., 2008)
qgui est exprimé dans les CSE et diminue lors de la différenciation. Miyoshi et
collaborateurs ont reprogrammé plusieurs lignées cancéreuses gastro-intestinales
mais ont été dans I'obligation d’optimiser la combinaison des génes a transduire pour
obtenir des CSPi et ont utilisé une combinaison de OKSM, NANOG, LIN28, BCL2,
KRAS, et des shARN des géenes suppresseurs de tumeurs pour chaque lignée

(Miyoshi et al., 2010). Des cellules KBM7 de leucémie myéloide chronique porteuses
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de la protéine de fusion Bcr-Abl ont été reprogrammeées en CSPi par transduction
rétrovirale des 4 facteurs OKSM. La reprogrammation rendait les cellules
indépendantes de I'addiction oncogénique a bcr-abl et les CSPi étaient résistantes a
imatinib, I'inhibiteur de bcr-abl, contrairement aux lignées parentales tumorales.
Ceci suggere que les voies de signalisation de maintenance de la pluripotence
« compensent » dans une certaine mesure la signalisation par bcr-abl, au stade CSPi
(Carette et al., 2010). Un modele murin de leucémie aigué généré par transduction
rétrovirale de la translocation MLL-AF9 dans des cellules souches hématopoiétiques
de souris transgéniques porteuses des 4 facteurs OKSM sous controle de la
doxycycline a permis, apreés ajout de la doxycycline, de générer des CSPi porteuses
de cette translocation et capable de produire des tératomes et des chiméres. La
plupart des souris chimériques développait rapidement des leucémies, montrant que
les conditions pour l'apparition de la leucémie étaient recréées au cours du
développement des souris chimériques. Cette approche ne fonctionnait pas pour les
leucémies aigués lymphoides liées a notch (Liu et al., 2014). La reprogrammation de
cellules porteuses d’anomalies génétiques oncogéniques n’est donc pas impossible
mais certains cancers sont réfractaires aux tentatives de reprogrammation et la
combinaison des facteurs de reprogrammation a utiliser est probablement ce qui
demande le plus d’optimisation. Dans la plupart des études, ce sont des lignées
cellulaires cancéreuses qui ont été reprogrammeées, les études portant sur des
cellules malignes humaines primaires sont limitées aux leucémies (Gandre-Babbe et
al., 2013; Hu et al., 2011; Kotini et al., 2015; Kumano et al., 2012) et au cancer du
pancréas (Kim et al., 2013a). Hu et collaborateurs ont rapporté la génération de CSPi
a partir de cellules souches hématopoiétiques normales et cancéreuses provenant
d’'un patient atteint de leucémie myéloide chronique par transduction des facteurs
OKSM, NANOG, LIN28, et I'antigéne T de SV40 (Hu et al., 2011). Dans une autre
étude, les CSPi générées a partir de cellules de LMC de patients étaient insensibles
a I'imatinib alors que les cellules hématopoiétiques différenciées a partir de ces CSPi
retrouvaient une sensibilité a limatinib. Ces données illustrent I'importance du
contexte cellulaire, et épigénétique, pour I'activité oncogénétique d’une anomalie
moléculaire donnée (Kumano et al., 2012). Kim et collaborateurs ont réussi a dériver
une lignée de CSPi a partir d’'un adénocarcinome du pancréas porteur d'une
mutation KRAS G12D ainsi qu’une lignée témoin a partir du tissu non tumoral

environnant la tumeur (Kim et al., 2013a). La rareté des publications portant sur la
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reprogrammation de tissu malin primaire, comparativement a I'ensemble de la
littérature sur la reprogrammation, illustre probablement la difficulté de cette
approche qui nécessiterait de nouveaux développements technologiques pour étre

appliguée de maniere plus étendue.

4.6.3. Modélisation de la progression du cancer avec les CSPi

De nombreux modéles animaux ont été générés pour étudier le phénotype de
maladies humaines et cependant, les meilleurs de ces modéles ne sont au mieux
gue des approximations de la pathologie humaine. Les tumeurs primaires de patients
ainsi que les lignées cellulaires dérivées de ces tumeurs permettent I'étude des
stades tardifs de l'oncogénése, quand la tumeur est établie mais ne sont pas de
bons modeéles pour étudier les étapes précoces de l'oncogénése d’'un tissu. Les
CSPi sont, en revanche, de bons modéles d’étude des étapes précoces de
différenciation des tissus et pourraient constituer de ce fait de bons modeles pour
I'étude des étapes précoces de 'oncogénese ; elles pourraient permettre d’identifier
les événements moléculaires responsables de linitiation de la progression tumorale
dans un contexte cellulaire et a un temps donné. De méme, comprendre la niche
dans laquelle se développe le cancer est tres important pour essayer de recréer le
contexte dans lequel se développe le cancer et ainsi batir des modéles tumoraux
plus physiologiques. Pour ces raisons, les modéles de cancérogénése a partir de
CSPi ont de nombreuses applications potentielles. L’étude de Kim et collaborateur
portant sur des CSPi générées a partir d'adénocarcinome du pancréas KRAS muté
est un exemple de ces applications potentielles. 1l faut préciser que la
reprogrammation des cellules d’adénocarcinome (ADK) du pancréas a été difficile, a
nécessité la transduction de facteurs OKSM inductibles dont I'expression devait étre
maintenue par la doxycycline afin de maintenir le phénotype pluripotent. Ces CSPi
d’ADK du pancréas généraient des tératomes, aprés injection sous cutanée dans
des souris immunodéficientes, qui comportaient des néoplasies intraépithéliales
pancréatiques (NIP) a 3 mois qui progressaient ensuite vers des Iésions invasives a
9 mois. L’analyse protéomique a confirmé que les cellules dérivées de ces NIP
étaient tres proches des cellules observées en pathologie humaine au cours de la
progression de 'ADK du pancréas. Il a également été possible de mettre en
évidence le réle du facteur de transcription HNF4a et de son réseau protéique, non

connu jusqu'alors. En effet, HNF4a a été détecté dans des Iésions humaines
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précoces et intermédiaires mais pas avancees ce qui a confirmé son role dans la
progression initiale de la maladie. Cette étude a donc permis de modéliser les étapes
précoces du développement tumoral et de mettre en évidence un mécanisme
moléculaire de cette progression précoce. Cependant, dans cette étude, les
tératomes formés par ces iPS étaient beaucoup plus petits que les tératomes formés
a partir de la lignée de CSE humaine H1 avec un biais de différenciation vers
'endoderme ce qui explique qu’il a été possible d’étudier le développement des
tératomes jusque 9 mois apres injection dans les souris immunodéficientes. Mais
cela pose question sur la véritable nature et la pluripotence de ces « CSPi d’ADK du
pancréas » qui nécessitaient une expression continue des facteurs OKSM inductibles
par la doxycycline (alors qu’habituellement les facteurs de transcription endogene
prennent le relais dans les CSpi), et généraient des « tératomes » biaisés vers
'endoderme.

La pluripotence, la reprogrammation, 'engagement de la différenciation et la
transformation oncogénique sont des processus fondamentalement reliés en ce qu’ils
reposent de maniere importante sur des régulations de type épigénétique. Les génes
de pluripotence sont souvent surexprimés dans les tumeurs humaines agressives
comme signalé ci-dessus ce qui suggere que la progression tumorale implique un
processus de dé-différenciation. Un exemple assez net des liens mécanistiques entre
reprogrammation et oncogénése est apporté par les travaux de reprogrammation
partielle in vivo par les auteurs Japonais (Ohnishi et al., 2014) et espagnols (Abad et
al., 2013). Les auteurs japonais ont généré une lignée de CSE murine comportant
les facteurs OKSM inductibles par la doxycycline intégrés au niveau du locus
ROSAZ26. Les fibroblastes embryonnaires provenant de ces souris pouvaient étre
induits en CSPi apres traitement par la doxycycline. Des chiméres ont ensuite été
générées a partir de ces CSPi afin détudier la possibilit¢é d’établir une
reprogrammation in vivo. Le traitement des souris par la doxycycline pendant 4
semaines entrainait la formation de tératomes multiples, confirmant le processus de
reprogrammation in vivo. Aprés induction des 4 facteurs OKSM pour une durée plus
courte, durant 3 & 9 jours, on observait I'apparition de tumeurs dans différents tissus
comportant des cellules indifférenciées dysplasiques et porteuses de modifications
epigénétiques importantes. Des tumeurs se développaient au niveau du rein et
avaient des caractéristigues de tumeurs de Wilms, un cancer pédiatrique. Les

cellules de ces tumeurs pouvaient étre reprogrammées en CSPi aprés 2 semaines
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de traitement par la doxycycline, réinjectées dans des blastocystes et contribuaient a
la génération de souris chimeres qui ne développaient pas plus de cancer suggérant
qgue le processus oncogénique lié a la reprogrammation partielle était réversible
(Ohnishi et al., 2014). Ces données suggerent que les mémes processus
épigénétiques sont impliqués dans la reprogrammation et 'oncogénése et sont

réversibles.

4.6.4. Modélisation de syndromes de prédisposition liés aux cancers

Le syndrome de Li Fraumeni (SLF) est une maladie héréditaire de
prédisposition au cancer causée par la présence d’une mutation germinale de p53 et
a fait 'objet d’'une étude de modélisation via les CSPi (Lee et al., 2015). Les modeles
murins ne présentent pas toutes les caractéristigues de la maladie humaine. Les
patients atteints de SLF peuvent étre atteints de cancer du sein, de tumeurs
cérébrales, d’ostéosarcome, de sarcomes des tissus mous, de leucémies et de
corticosurrénalome. Des CSPi ont été dérivées a partir de fibroblastes de patients
atteints de SLF et porteurs d’'une mutation faux sens G245D ainsi qu’a partir de
fibroblastes de membres de la famille non atteints pour servir de témoins. Des
ostéoblastes ont été différenciés a partir des CSPi-SLF et présentaient des
caractéristiques  d’ostéosarcome :  différenciation  ostéoblastique  perturbée,
croissance clonale et tumorigénicité in vivo. L’expression de p53 était identique dans
les cellules souches mésenchymateuses (CSM), précurseurs des ostéoblastes, mais
I'expression des cibles de p53, p21 et MDM2 étaient diminuées dans les MSC SLF
puis, l'activité transcriptionnelle de p53 diminuait tout au long de la différenciation
ostéoblastique. Cependant l'invalidation de p53°**" dans les ostéoblastes SLF
entrainait une restauration de la différenciation ostéogénigue suggérant que cette
mutation se comportait comme une mutation gain de fonction. Concordant avec le
déficit de différenciation ostéogénique, les ostéoblastes SLF présentaient un déficit
de l'expression de H19 habituellement observée au cours de la différenciation
ostéogénique et la restauration de son expression amenait une suppression de la
tumorigénicité. Le profil d’expression des génes des ostéoblastes SLF était
comparable a celui d’ostéosarcome plutét qu’a celui d’ostéoblaste normal tel que
cela était observé pour les ostéoblastes différenciés a partir de CSPi avec p53
sauvage. Cette étude a démontré la possibilité de modéliser une prédisposition

familiale au cancer avec les CSPi. Il est intéressant de noter que la modélisation a
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eté realisée sur le modele ostéosarcome car le protocole de différenciation
ostéoblastique a partir des CSPi est bien établi, les auteurs n'ont pas décrit les
autres types tumoraux du SLF, probablement en raison des difficultés techniques
lices a la différenciation vers d’autres types cellulaires. La modélisation des
syndromes de prédisposition au cancer avec les CSPi nécessite donc de prendre en
compte les connaissances en biologie du développement et les techniques de
différenciation in vitro qui ne sont pas connues pour tous les types cellulaires de
'organisme.

Une autre étude a rapporté la génération de 24 CSPi, par transfection d’ARN,
a partir de biopsies cutanées pratiquées sur 4 membres d’'une méme famille, sur trois
générations, et porteurs d’'une mutation 5382insC de BRCA1 (Soyombo et al., 2013).
Des CSPi ont été générées a partir des biopsies cutanées de 8 autres membres de
cette famille, non porteurs de la mutation, pour servir de contrdle. L’'analyse par PCR
guantitative (QPCR) et western blot a montré que la transcription de BRCAL était
doublée dans les CSPi par rapport aux fibroblastes ; I'analyse par gPCR spécifique
d’allele a montré 50% d’alléle sauvage et 50% d’alléle muté dans les CSPi issues
des sujets porteurs de la mutation BRCA1%%2"SC | ’ensemble des CSPi étaient
capable de générer des tératomes aprés injection dans des souris
immunodéficientes. Par ailleurs, une augmentation de I'expression de PKC-theta
dans les CSPi BRCA1%%#2"C 3 été mise en évidence. Une surexpression de cette
protéine avait déja été mise en évidence dans des cancers du sein triple négatif qui
correspondent au phénotype habituel des tumeurs BRCAL1 mutées.

En faisant un paralléle avec I'étude du SLF par l'utilisation des CSPi, I'étude
des mécanismes de développement du phénotype tumoral des NEM2 pourrait donc
passer par I'étude de CSPi porteuses de mutations germinales de RET mais
également par I'étude de cellules différenciées a partir de ces CSPi au premier rang
desquelles, les cellules souches de la créte neurale nous ont paru de premiere

importance au début de ce travail de these.

4.7.Différenciation des CSP en cellules souches de la créte neurale
4.7.1. Voies de signalisations et facteurs de transcription impliqués dans
la différenciation en créte neurale
La créte neurale constitue une population de cellules souches multipotentes

gui est induite a la périphérie de la plaque neurale durant la neurulation et va étre a
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I'origine de nombreux types cellulaires différents. Les cellules de la créte neurale
(CCN) vont migrer au stade de la gouttiere neurale et constituer ce que certains
considérent comme un 4°™ feuillet embryonnaire avec une organisation segmentaire
partielle participant a la formation du systeme nerveux périphérique (neurones ainsi
gue cellules gliales des systémes nerveux sympathique, parasympathique et
sensoriel), des cellules osseuses, cartilagineuses, musculaires lisses, pigmentées
mélanocytaires et des cellules chromaffines surrénaliennes (Mayor and Theveneau,
2013; Sauka-Spengler and Bronner-Fraser, 2008). Les CCN sont un modele d’étude
de développement qui réunit les problématiques d’induction, de spécification, de
différenciation, de migration et de régénération. Ces cellules constituent une
caractéristique fondamentale des vertébrés qui les différencie des autres
meétazoaires et leurs capacités de différenciation et de régénération a généré une
recherche importante étant donné les perspectives de médecine régénérative.
Durant le développement embryonnaire, la créte neurale se développe au
cours d’une période allant de la gastrulation a 'organogénése tardive en réponse a
des facteurs intrinseques et extrinséques. Les cellules souches de la créte neurale
(CSCN) sont induites a la limite entre le futur neuroectoderme et I'ectoderme non
neural. Au fur et & mesure que la neurulation progresse, ces CSCN se retrouvent au
niveau des bourrelets neuraux puis vont migrer en méme temps que le tube neural

se ferme (Figure 15).

Figure 15: Formation du tube neural et individualisation/migration des cellules de la créte neurale (adapté
de http://www.embryoloqgy.ch)

A : Créte neurale en formation (stade plaque neurale). B : Formation de la gouttiere neurale

C : Créte neurale en migration (stade gouttiere neurale). D : Créte neurale aprés migration (stade tube neural). 1.
épiblaste 2. Goulttiere neurale 2'. Bourrelets neuraux 3. Cellule de la créte neurale. 4. neuroépithélium 5. Canal
épendymaire 6.tube neural
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Au cours de la formation du tube neural, les CSCN vont perdre leurs adhésions
intercellulaires et entreprendre des réarrangements de leur cytosquelette et de leur
morphologie afin d’étre capables de migrer en dehors du tube neural. Ceci est
possible par I'acquisition de capacités de migration, de récepteurs membranaires, de
métalloprotéases et de protéines d’adhésion qui leur permettent de répondre aux
différents signaux cellulaires et environnementaux qui dirigent leur migration.
Arrivées a leur destination finale, les CSCN s’agregent avant de réaliser leur
différenciation terminale.

L’induction de la créte neurale a la périphérie de la placode neurale est
médiée par des signaux comme le FGF (Fibroblast Growth Factor) provenant du
meésoderme sous-jacent et le Wnt provenant également du mésoderme mais
également de I'ectoderme non-neural adjacent. Ces signaux vont induire I'expression
de PAX3 et Zicl en présence de niveaux intermédiaire de BMP (Bone
Morphogenetic Protein) qui, a leur tour, vont induire I'expression d’une série de
facteurs de transcription comme Snail/Slug impliqués dans la transition épithélio-
mésenchymateuse ; FoxD3 et les génes SoxE comme Sox9 et Sox10 qui sont
exprimés au cours de [lindividualisation des CSCN et vont contrOler leur
différenciation. Sox9 confére des propriétés de survie aux précurseurs de la créte
neurale tronculaires par lI'expression de Snail qui va avoir une activité anti-
apoptotique. L’expression de ces différents facteurs dans les précurseurs de la créte
neurale va entrainer leur individualisation du neuroépithélium dorsal en contrélant la
prolifération cellulaire, la délamination des cellules et I'activation de la transition
épithélio-mésenchymateuse (TME). D’autres facteurs spécifiques des crétes
neurales comme FoxD3 et Sox10 persistent dans les cellules en migration et
contrélent I'expression de génes effecteurs comme des cadhérines et des
métalloprotéases.

Au cours de leur migration, les cellules souches de la créte neurale vont
exprimer des protéines membranaires comme HNK1 (CD57) et le récepteur au
facteur de croissance neural (p75NTR, NGFR, CD271), I'expression de ces

marqueurs permet l'identification des CSCN.
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4.7.2. Protocoles de différenciation in vitro

Les premiéres études de différenciation en cellules neuronales ayant intéressé
des cellules souches embryonnaires humaines reposaient sur la formation de corps
embryonnaires et/ou de co-culture avec des cellules stromales MS5 et PA6. Ce
meécanisme était en partie relié a une inhibition de la voie du BMP4 (Kawasaki et al.,
2000). Au sein de la population de précurseurs neuronaux obtenus via la co-culture
et/ou la formation de corps embryonnaires, il était possible d’obtenir une sous-
population de CSCN caractérisés par une expression de protéines membranaires
comme HNK1 et p75NTR permettant un tri cellulaire par cytométrie en flux (Curchoe
et al., 2010; Lee et al., 2007). Il a ensuite été montré que I'induction de cellules
progénitrices neurales était possible par une double inhibition de la voie SMAD au
moyen de petites molécules (Chambers et al., 2009) comme SB431542 ou Noggin
qui bloque la voie de signalisation du TGFR/Nodal/activine qui a une activité
inductrice vers la différenciation endodermique (D’Amour et al., 2005) et le LDN
193189 ou la dorsomorphine qui blogue la voie du récepteur au BMP (BMPR1) qui a
une activité inductrice vers la différenciation mésodermique et épidermique, en
association avec d’autres molécules (Williams et al., 2012). Cependant, il faut noter
gue des concentrations intermédiaires de BMP4 ont une activité sur la différenciation
des CSP en CSCN de telle sorte que les concentrations respectives d’inhibiteurs et
de BMP4 utilisées dans les différents protocoles a une importance capitale car il
s’agit de bloquer incomplétement la voie (Nissan et al.,, 2011). Les CSCN
s’individualisent au niveau du neuroectoderme embryonnaire en réponse a une
stimulation de la voie Wnt comme décrit ci-dessus et ceci a permis de mettre au point
des protocoles de différenciation des CSP en CSCN en utilisant une combinaison de
double inhibition de la voie SMAD et d’activation de la voie Wnt via I'utilisation d’'une
autre petite molécule, le CHIR99021 qui, via l'inhibition du GSK3B, entraine une
activation de la voie Wnt (Menendez et al., 2013; Mica et al., 2013). Ces protocoles
ont également été appliqués aux CSPi. Les protocoles de différenciation in vitro
actuels permettent donc d’obtenir une population trés enrichie de CSCN a partir de
CSP en un peu moins de 2 semaines sans passer par des étapes de co-culture ou
de corps embryonnaire dont la reproductibilité n’est pas parfaite. Par ailleurs, il a été
montré récemment que le CD49d, exprimé sur la membrane, était le marqueur le
plus corrélé a I'expression de Sox10, un facteur clé des CSCN, et permettait de trier

les cellules pour obtenir une population trés enrichie en CSCN (Fattahi et al., 2016).
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4.7.3. Créte neurale et NEM2

L’existence d’'une mutation germinale de RET peut aboutir, comme décrit plus
haut, a la survenue de cancer médullaire de la thyroide, de phéochromocytome,
d’hyperplasie des cellules parathyroidiennes, parfois, de syndrome de Hirschprung
dans le cadre des mutations hypomorphiques. D’un point de vue embryologique, cela
signifie que les cellules d’origine des anomalies du tableau clinique de cette maladie
sont originaires de I'endoderme (cellules C et cellules parathyroidienens) et de la
créte neurale (phéochromocytome et Hirschprung).

Jusqu’a récemment et suite aux travaux classiques de Le Douarin sur les
chimeres caille-poulet, les cellules C, cellules d’origine du carcinome médullaire de la
thyroide, étaient réputées comme étant originaires des cellules de la créte neurale
présentes au niveau des corps ultimobranchiaux (Le Douarin and Le Lievre, 1970;
Pearse and Carvalheira, 1967; Pearse and Polak, 1971). Cependant des
expériences de « lineage tracing » chez la souris transgénique Wnt1-Cre/R26R, qui
permet d’obtenir un marquage 3galactosidase des CSCN neurale suite a I'activation
précoce de Wnt, ont montré que les cellules C, présentes au niveau des corps
ultimobranchiaux, n’étaient pas marquées par la 3galactosidase suggérant une
origine embryologique différente de la créte neurale (Kameda et al.,, 2007c). Ces
données ont été confirmées trés récemment et I'origine endodermique a été montrée
au moyen d'une autre expérience de «lineage tracing » utilisant des souris
transgénique Sox17/Cre qui marquent précocement les cellules endodermiques
antérieures qui expriment Sox17: les cellules C, dans ces souris, étaient porteuses
du marquage et exprimaient les facteurs de transcription endodermiques Foxal et
Foxa2 dont I'expression était également retrouvée dans les échantillons de cancers
médullaires de la thyroide humains (Johansson et al., 2015). Cette remise en
question de l'origine des cellules C est a mettre en paralléle avec la démonstration
de l'origine endodermique des cellules neuroendocrines digestives et non neuro-
ectodermigues comme cela avait été initialement avancé (May and Kaestner, 2010).
Cependant, il n’est pas définitivement démontré que chez ’lhomme, I'embryologie et
la différenciation des cellules C soient les mémes que chez la souris.

La cellule d’origine du phéochromocytome est la cellule chromaffine qui est
issue des cellules progénitrices sympatho-surrénaliennes qui vont se différencier en

cellules neurales sympathiques et cellules chromaffines (Shtukmaster et al., 2013).
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Les cellules progénitrices sympatho-surrénaliennes sont issues des CSCN qui
s’agrégent au niveau de l'aorte dorsale ou elles vont former le ganglion sympathique
primaire. En réponse aux BMPs sécrétées par les parois de l'aorte dorsale, les
cellules acquierent une capacité de synthése catécholaminergique avec I'expression
d’enzymes de synthése de la noradrénaline comme la tyrosine hydroxylase et la
dopamine beta-hydroxylase et de marqueurs neuronaux sous la direction des
facteurs de transcription MASH1 et Phox2b exprimés en réponse aux BMPs. Les
progéniteurs sympathico-surrénaliens vont ensuite migrer, a partir du ganglion
sympathique primaire, pour investir les ganglions sympathiques définitifs et la
surrénale primitive. Dans ces localisations, les cellules entreprennent une
différenciation terminale en neurone sympathique ou en cellule chromaffine (Huber et
al., 2009).

Conclusion

Les CSPi sont donc utiles pour la modélisation de différents processus
pathologiques. Leur utilisation pour la modélisation de I'oncogénése est encore
limitée, la modélisation du syndrome de Li Fraumeni constituant 'exemple le plus
abouti. L'utilisation des CSPi pour la modélisation du développement des NEM2 est
justifiée par le caractére germinale de la mutation d’un oncogéne favorisant la
survenue de cancers, modele unigue parmi les syndromes de prédisposition.
Cependant, lincertitude quant a la cellule d’origine du CMT initalement considérée
comme provenant de la créte neurale et finalement d’origine endodermique selon les
derniére données publiées trés récemment est un obstacle a I'obtention d’'un modéle

d’oncogénése du CMT dans le cadre de ce syndrome.
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OBJECTIFS




Les Objectifs principaux de ce travail étaient les suivants :

1) Génération de cellules souches pluripotentes induites (CSPi) porteuses
de mutation de RET

Le premier objectif de ce travail de these a été de générer des lignées de cellules
souches pluripotentes induites a partir de cellules mononuclées du sang porteuses
de mutations RET cryoconservées et disponibles aupres du service de Génétique de

Gustave Roussy.

2) Evaluation des effets phénotypiques et génomiques d’une lignée CSPi
aprés correction de la mutation de RET

Nous avons choisi de nous focaliser sur la lignée PB48, porteuses de la mutation

faux sens C634Y de RET car il s’agit de la mutation germinale la plus fréquente dans

les néoplasies endocriniennes multiples de type 2 et avons donc cherché a générer

un contréle isotypique de cette lignée. Nous avons également intégré un transgene

exprimant la luciférase dans nos lignées de CSPi porteuses de mutation de RET afin

de suivre le développement des tératomes in vivo.

3) Différenciation des CSPi mutées RET en cellules souches de la créte
neurale : étude des capacités de différenciation et analyse comparative de
I’expression des génes.

Nous avons effectué la différenciation des lignées CSPi porteuses de mutation
de RET en cellules souches de la créte neurale, I'objectif étant de s’approcher de la
cellule d’origine du phénotype tumoral des NEM2, en particulier pour ce qui concerne
le phéochromocytome car l'origine des cellules C a été remise en question a la fin de
ce travail par une publication démontrant son origine endodermique. La génération
des CSCN porteuses de mutations de RET avait pour but d’effectuer une étude
comparative d’expression des genes afin de mettre en évidence les mécanismes
moléculaires susceptibles de favoriser un phénotype tumoral au niveau de la lignée

créte neurale.
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RESULTATS




1) Génération de cellules souches pluripotentes induites (CSPi) porteuses
de mutation de RET

Identification des patients/échantillons pour la reprogrammation

Nous avons identifié trois patients suivis a Gustave Roussy et traités pour une
néoplasie endocrinienne multiple de type 2.

La premiere patiente a été prise en charge en octobre 1989, a I'age de 23 ans,
en raison de la découverte d’'un nodule thyroidien gauche de 3 cm en médecine du
travail associé a des adénopathies sous maxillaires gauches, la calcitonine était a
4610 pg/ml. Elle présentait également une hypertension artérielle, des flushs
(bouffées de chaleur) et un phénotype associant visage triangulaire, lIévres éversées,
paupiéres épaisses, aspect longiligne, pieds creux bilatéraux, hypotrophie
musculaire, arachnodactylie, hyperlaxité ligamentaire et hypertrophie des filets
nerveux cornéens. Il n’y avait pas de signe évident de neuromatose au niveau du
bord libre des lévres, du bout de la langue ou de la partie interne des yeux. La
patiente présentait une raréfaction des sécrétions lacrymales. L’'ensemble du
phénotype était évocateur d’'une néoplasie endocrinienne de type 2B. Devant ce
phénotype, une recherche de métanéphrines urinaires a été demandée et était
positive ; la scintigraphie a la MIBG (métaiodobenzylguanidine) a mis en évidence
une fixation surrénalienne bilatérale. L’analyse génétique germinale du géne RET a
révélé une mutation 2753T>C de I'exon 16 de type faux sens aboutissant a une
substitution M918T ; il a également été mis en évidence un polymorphisme G691 et
P684P au niveau de I'exon 11 ainsi qu'un polymorphisme L769L de I'exon 13 et
S904S de l'exon15. Il n’y avait pas d’antécédent familial et 'enquéte génétique
familiale a été négative, il s’agissait donc d’'une mutation de novo. La patiente a eu
une surrénalectomie bilatérale le 15 janvier 1990 ; 'examen anatomopathologique a
mis en évidence que les deux surrénales étaient le siege d’une Iésion tumorale bien
délimitée, non encapsulée, constituée de grandes cellules d’aspect polymorphe,
arrondi ou fusiformes, au cytoplasme acidophile finement granuleux et a noyau
irrégulier, unique ou multiple parfois monstrueux, fortement nucléolé. |l n’y avait pas
d’envahissement capsulaire ni embole vasculaire ; I'aspect était compatible avec un
phéochromocytome bilatéral. La patiente a ensuite eu une thyroidectomie totale avec
curage récurrentiel et jugulo-carotidien bilatéral le 8 février 1990. A I'examen

anatomopathologique : un nodule tumoral de 2 cm du lobe gauche et un nodule
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tumoral de 1 cm du lobe droit ; la prolifération tumorale est mal limitée au sein du
parenchyme thyroidien et trés invasive avec présence d'une extension extra
thyroidienne au contact de I'cesophage. Celle-ci est constituée par des faisceaux ou
des amas de cellules généralement fusiformes ou cylindriques, le cytoplasme est
d’abondance variable, souvent éosinophile et parfois clair, les noyaux sont irréguliers
avec des nucléoles visibles ; la prolifération est associée a un stroma de type fibro-
hyalin et amyloide, présence d’emboles vasculaires. Au niveau du curage
ganglionnaire gauche : 1N+/19 en jugulo-carotidien et 2 N+/8N en récurrentiel
gauche ; au niveau du curage ganglionnaire droit: 5N+/11 en jugulo carotidien et
5N+/5N en récurrentiel. Le CMT a donc été classé pT3(m)N1bMkx; la calcitonine post
opératoire était a 228 pg/ml sans signe de maladie résiduelle structurelle. La patiente
est ensuite suivie en consultation ; en juillet 1991, la calcitonine est a 220 pg/ml et
une masse latéro-cervicale gauche est mise en évidence en échographie, la radio de
thorax est normale, la surveillance est poursuivie. En septembre 1991, apparition
d’'un ganglion sus claviculaire droit et d’'une métastase hépatique avec une
progression qui se confirme en novembre 1991. Une chimiothérapie par VP16 est
débutée a partir de janvier 1992 (la calcitonine est alors a 3890 pg/ml) dont elle recoit
2 cures, relayée ensuite par 5fluoro-uracil et dacarbazine dont la patiente recoit 7
cures sans efficacité avec une évolutivité métastatique pulmonaire, hépatique,
ganglionnaire et osseuse (calcitonine a 19500 pg/ml) qui conduit a son décés en
octobre 1993.

Le deuxiéme patient a été pris en charge a I'age de 28 ans, a partir de juillet
2010, pour une masse thyroidienne lobaire gauche et 2 nodules droits palpables.
L’échographie était en faveur de 2 nodules de 19 et 29 mm a gauche et de 2 autres
nodules de 10 et 16 mm a droite. La calcitonine était a 3560 pg/ml. La mére du
patient avait été opérée en 1991 d’'un CMT multifocal avec curage ganglionnaire
bilatéral négatif et il s’agissait donc d’une forme familiale transmise de néoplasie
endocrinienne multiple de type 2A. La scintigraphie a la MIBG a montré une fixation
surrénalienne droite expliguant une augmentation des métanéphrines dans les
urines. Une surrénalectomie droite a été réalisée en septembre 2010.
L’anatomopathologie a mis en évidence deux nodules surrénaliens de 22 et 15 mm
correspondant a un phéochromocytome de score PASS a 4 (Thompson, 2002), pas
de mitose atypique, présence d’un petit foyer de cellules fusiformes, pas de foyer de

nécrose ni d’infiliration capsulaire ni d’emboles tumoraux. Les cellules étaient
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positives pour la chromogranine A et la synaptophysine en immunohistochimie,
négatives pour la pan-cytokératine AE1/AE3 et avec un Ki67 a 1-2%. Le patient a
ensuite eu une thyroidectomie totale avec curage récurrentiel et jugulo-carotidien
bilatéral en novembre 2010. L’anatomopathologie a mis en évidence un CMT
plurifocal (2 foyers de 7 et 17 mm au niveau du lobe droit et 2 foyers de 30 et 18 mm
au niveau du lobe gauche), non encapsulé, sans dépassement de la capsule
thyroidienne. Présence d‘emboles tumoraux vasculaires. Les cellules tumorales
exprimaient la thyrocalcitonine, la chromogranine et I'ACE en immunohistochimie
avec un Ki-67 de moins de 5 %. Le rouge Congo confirme la présence de substance
amyloide. Les curages montraient : jugulo-carotidien droit, 51 N- ; récurrentiel droit, 4
N- ; jugulo-carotidien gauche, 1 N+ / 24 N, récurrentiel gauche, 1N+R-/10 N. La
Iésion était classée pT2(m)N1bMx. Les dosages de calcitonine et de métanéphrines
étaient indétectables en post opératoire et le patient a ensuite été surveillé en
consultation sans signe de rechute ou de phéochromocytome gauche aux derniéres
nouvelles. L'analyse du géne RET a permis de mettre en évidence une mutation faux
sens de I'exon 11, 1901 G>A, correspondant a une substitution C634Y.

Le troisiéme patient a été pris en charge a 'age de 24 ans, en décembre 2003
dans le cadre du dépistage familial d'une NEM2 aprés découverte chez sa meére, qui
avait été opérée d’un carcinome médullaire de la thyroide, d’'une mutation de RET au
niveau du codon 620. La patient était asymptomatique, I'échographie thyroidienne
montrait un nodule gauche de 16 mm, la calcitonine était élevée a 207 pg/ml, les
métanéphrines urinaires étaient négatives. La thyroidectomie totale avec curage
récurrentiel et jugulo-carotidien bilatéral a été réalisée en mars 2004.
L’anatomopathologie montrait 2 nodules dans le lobe gauche de 15 et 5 mm et deux
nodules dans le lobe droit de 2 et 3 mm qui sont non encapsulés, mal limités mais
semblent rester dans les limites de la glande thyroide. Les proliférations tumorales
correspondaient a un CMT avec, a gauche, un aspect de type mixte médullaire et
vésiculaire avec expression forte de la thyroglobuline. Les cellules tumorales
exprimaient la thyrocalcitonine, la chromogranine et I'ACE en immunohistochimie.
Les curages montraient : jugulo-carotidien droit, 37 N- ; récurrentiel bilatéral, 11 N- ;
jugulo-carotidien gauche, 26 N-. La lésion était donc classée pT1lb(m)NOMx. La
calcitonine post opératoire était indétectable ; il n'y a pas eu de rechute et pas

d’apparition de phéochromocytome. L’analyse du géne RET a permis de mettre en
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évidence une mutation faux sens de I'exon 10, 1858 T>C, correspondant a une
substitution C620R.

Ainsi, ces cas clinigues sont représentatifs des corrélations
génotype/phénotype connues dans les NEM2. Le cas de NEM2B s’est présenté avec
une maladie tres agressive et un phéochromocytome bilatéral chez une patiente
avec un morphotype caractéristique et une mutation M918T de novo. Le cas clinique
de NEM2A muté C634Y montre la co-occurrence CMT et phéochromocytome chez
ces malades alors que le cas clinique muté C620R est plutét en faveur de ce qui était
considéré auparavant comme un CMT familial et qui est regroupé actuellement dans
les NEM2A avec CMT isolé. L’existence d’'une forme mixte vésiculaire et médullaire
dans le 3°™ cas clinique est & considérer sous I'angle de I'origine embryologique de
la cellule d’origine du CMT et serait donc plutét en faveur d’'une origine d’un
progéniteur endodermique qui pourrait se différencier a la fois en cellule folliculaire et

en cellule C.

Génération des cellules souches pluripotentes induites

Les cellules mononuclées du sang cryoconservés de ces patients ont été
obtenues auprés du service de génétique du Dr Bressac a Gustave Roussy et ont
été utilisées pour la génération de trois lignées d’CSPi par méthode de transduction
virale non intégrative (Sendai). Les trois lignées CSPi générées sont: PBA46,
porteuse de la mutation RET“®?°R: PB48, porteuse de la mutation RET“®**" et PB50,
porteuse de la mutation RETM9'8T. Ces trois lignées ont été caractérisées quant a
leur expression des marqueurs de pluripotence, de leur caryotype et de I'expression
de Ret ainsi que de leur capacité a former des tératomes in vivo. La lignée PB48 a

fait 'objet d’une publication reproduite ci-apres.
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1. Resource details

Multiple Endocrine Neoplasia Type 2 (MEN2) are autosomal domi-
nant hereditary diseases, related to mutations of the RET (REarranged
during Transfection) proto-oncogene (Donis-Keller et al., 1993).
MENZ2A is a rare syndrome which associates medullary thyroid cancer
(MTC), pheochromocytoma, hyperparathyroidism, cutaneous lichen
amyloidosis, and Hirschsprung disease in some patients (Wells et al.,
2013). 1t affects therefore organs originating from endodermal and ecto-
dermal layers. Mouse models have been unsuccessful in recapitulating
the full clinical spectrum of MEN2A (Michiels et al., 1997). The most
common mutation, accounting for over 80% of all mutations associated
with the classic MEN2A, affects codon 634 (Wells et al., 2013). Muta-
tions at codon 634 are classified as high risk, according to the American
Thyroid Association (ATA) guidelines (Wells et al., 2015). In this work
we sought to determine the feasibility of modelling the MTC from a pa-
tient with the germline RET mutation who developed this tumor in the
context of familial cancer. This patient was a 28-year old man with MTC
and pheochromocytoma. The mother of the patient had undergone sur-
gery for MTC 20 years previously.

Cryopreseved peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
this patient were used for the generation of an induced pluripotent
stem cell (iPSC) that harbour a “high risk” RET mutation according to
ATA guidelines, i.e. a 1901G > A missense mutation leading to the
most frequent C634Y amino acid substitution seen in Ret in MEN2A.
iPSCs were generated by non-integrative transduction of Oct3/4, Sox2,
KIf4, and cMyc (Takahashi et al., 2007). They expanded as typical iPSC
colonies on either mouse embryonic fibroblast feeders (MEF) or in feed-
er-free conditions (Fig. 1A). Cytogenetics analysis was normal (Fig. 1B).
These iPSCs exhibited typical markers of pluripotency with as expres-
sion of SSEA3, SSEA4 and TRA-1-60 (Fig. 1B). Cells also expressed Oct-
4 at a high level (Fig. 1C). The 1901G > A missense mutation was con-
firmed at both genomic (Fig. 1D) and cDNA levels. RET expression on
iPSC was demonstrated by FACS analysis using a phospho-RET antibody
(Fig. 1E). A teratoma assay was performed to further confirm the plurip-
otent nature of the RET-mutated iPSC.

2. Materials and methods
2.1. Human iPS cell generation and culture

4 days before reprogramming, peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were thawed, cultured and expanded in Myelocult™ medium
(Stemcell Technologies) supplemented with 1% penicillin-streptomycin
(Life technologies ), hSCF 100 ng/mL, hFLT-3100 ng/mL, hIL-3 20 ng/mL,
hIL-6 20 ng/mL, and hIL7 20 ng/mL (all of them from Peprotech). 2 x 10°
PBMC were then transduced overnight with Sendai viruses containing
Oct3/4, Sox2, KIf4, and cMyc (CytoTune®-iPS Sendai Reprogramming
Kit, Life technologies) each of them at multiplicity of infection (MOI)
of 15. The next 2 days, medium was changed daily and cells were resus-
pended in expansion medium after 5 min centrifugation at 200 x g. The
third day, cells were recovered by centrifugation and plated on Mitomy-
cin-C-treated mouse embryonic fibroblasts (MEF, CD1 strain) in expan-
sion medium for 2 additional days. At day 6, half of the medium was
changed to human pluripotent stem cell medium (hPSC medium)
based on DMEM/F12 supplemented with 20% Knock Out Serum
Replacer, 1 mM t-glutamine, 1% penicillin/streptomycin, 100 uM 2-
mercaptoethanol (all of them from Life technologies) and 12.5 ng/mL
basic FGF (Miltenyi Biotech). Then, the medium was changed daily
with hPSC medium. At day 26, fully reprogrammed colonies were man-
ually picked and transferred to freshly Mitomycin-C-treated MEF for
amplification.

iPSC culture was performed according to two different procedures:
in the presence of feeders or in feeder-free conditions. The feeder cul-
tures were performed on Mitomycin C-treated MEF layer as described
above with passaging every 7 days using 1 mg/mL collagenase IV in
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DMEM/F12 (Life technologies)); the feeder-free culture was performed
on Geltrex™ (Life technologies) in Essential 8 medium (Life technolo-
gies) and 1% penicillin/streptomycin with passaging every 3-4 days
using in DPBS (Life technologies) supplemented with 0.5 mM EDTA
(Life technologies) and 1.8 mg/L NaCl (Sigma).

2.2. Karyotyping and mutation analysis

For conventional cytogenetics, cells grown in 60 mm plates
(Corning) on Mitomycin-C treated MEF for 5 days were cultured 2 h
in hPSC medium supplemented with 100 ng/mL Colcemid™ (Life tech-
nologies). Cells were detached from the plate by 5 min treatment with
1 mL per plate of TrypLE™ Express (Life technologies) at 37 °C, 5%
CO,. After trituration with a P1000 micropipet, 9 mL of 0.075 M KCl
(Life technologies) was added to the cell suspension followed by incu-
bation at 37 °C during 20 min to obtain an osmotic shock. Cell suspen-
sion was then prefixed by the addition of 1 mL of fixative composed of
Methanol/Acetic Acid (3:1) followed by 10 min centrifugation at
130 x g. Cell pellet was then resuspended in 10 mL of fixative and cen-
trifuged 10 min at 130 x g two times before a final resuspension in
10 mL of fixative. Cells were then spread on slides and stained with
Giemsa. A minimum of 10 metaphases were captured and analysed
using an automated imaging system (Meta Systems).

Genomic DNA from iPSC was extracted with DNeasy blood & Tissue
kit (Ref 69504, Qiagen) according to the manufacturer instruction.
Human Genomic DNA was used as control (Roche). RET exon 11 and
surrounding intronic regions were PCR amplified with high-fidelity
PCR polymerase (Herculase Il fusion DNA polymerase, Agilent) using
the following cycling parameter: 2 min of denaturation at 95 °C follow-
ed by 30 cycles with 10 s at 95 °C, 20 s at 55 “Cand 30 °Cat 72 °Cand a
final 3 min elongation step at 72 °C. Primers forward 5'-GCCAGCTGGTG
TAATGAGCA-3" and reverse 5'-ACCGTTCACTCACACCCTTG-3’ were
used, leading to a 1058 bp amplicon (NC_000010.11, 43114189~
43115246). This PCR product was then purified with exo SAP mix
(0.5 pL Exonuclease I, Eurobio and 2 pL Shrimp Alkaline Phosphatase,
Ozyme) incubation (15 min at 37 °C and then 15 min at 80 °C) associat-
ed with BigDye Xterminator kit used according to the manufacturer in-
struction (Applied Biosystems). Purified product was then subjected to
sequencing reaction with BidDye Terminator kit (Applied biosystem):
denaturation 5 min at 95 °C followed by 25 cycles with 10 s at 95 °C,
5sat 50 °Cand 4 min at 60 °C using either RET634_seq forward 5'-
CAGAGCATACGCAGCCTGTA-3' RET_seq reverse 5'-CTCCGGAAGGTC
ATCTCAGC-3' primers.

2.3. Pluripotency markers and ret expression

For flow cytometry analysis, iPSC colonies were recovered from Mi-
tomycin-C inactivated MEF after incubation for 2 hin 1 mg/mL collage-
nase IV in DMEM/F12. After two cycles of washing/sedimentation with
10 mL DMEM{/F12, colonies were washed once in Ca®*/Mg2 + free
PBS (Life technologies) and then dissociated into a single cell suspen-
sion by 10 min incubation in Hank's balanced enzyme-free cell dissoci-
ation buffer (Life Technologies). For pluripotency marker analysis,
1 % 10° cells were incubated in 10 pL PBS containing 1 uL Phycoery-
thrin-conjugated rat monoclonal antibody anti-SSEA3, 1 pL V450-
conjugated mouse monoclonal anti-SSEA-4 and 1 pL Alexa647-
conjugated mouse monoclonal antibody anti-TRA1-60 (all of them
from BD Biosciences) or conjugated isotype control. For Ret expression
analysis, 1 x 10° cells were incubated in 10 pL PBS containing 1 pL
APC-conjugated mouse monoclonal antibody anti-Ret (R&D) or conju-
gated isotype control. Cells were analysed with a MACSQuant
flowcytometer using the MACSQuantify software.

Immunostaining were also performed on colonies cultured in 8
wells Lab-Tek™ chambers (Nunc). Briefly, cells were fixed 20 min at
room temperature in 4% paraformaldehyde in PBS and rinsed twice
times with PBS. Cells were then permeabilized 5 min in 0.25% Triton-
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X100 (Sigma) in PBS and then rinsed twice in PBS. Wells were stained
45 min at room temperature in 100 pL PBS containing 1 pL rat monoclo-
nal antibody anti-Tra160 (Millipore) and 1 pL rabbit polyclonal antibody
anti-Oct-4 (Millipore) or 1 pL of each irrelevant isotype controls. After
two washes in PBS, cells were stained 45 min at room temperature in
100 pL PBS containing 0.2 pL Alexa488 conjugated goat anti-rabbit anti-
body and 0.2 pL Alexa594 conjugated goat anti-mouse IgM antibody
(both from Life technologies). Wells were washed twice in PBS and
mounted in Dapi containing mounting medium (Vector Laboratories)
before analysis on a Nikon 90i fluorescent microscope.

2.4. In vivo pluripotency analysis by teratoma formation

MEN2A-iPSCs were subjected to teratoma formation assay by intra-
muscular injection of NSG mice (2 - 10° cells in 150 pL of Geltrex/
DMEMEF12 1:1 dilution) and pathological analysis after 8 to 10 weeks
of tumour growth. Teratoma formation assays were performed in tripli-
cate in order to analyse the development of potentially malignant tumor
tissue within teratomas. At + 2 months after injections, RET-mutated
iPSC gave rise to teratomas, thus confirming the pluripotency of these
cells (Fig. 1D). Pathological analyses showed the presence of a normal
endodermal, ectodermal and mesodermal differentiation with no ma-
lignant tissue identified in several teratomas analysed (Fig. 1F).

Acknowledgements

This work was performed by resources from INGESTEM national
consortium as well as by INSERM/INCA Studentship Grant to J. Hadoux.

References

Donis-Keller, H., Dou, S., Chi, D., Carlson, K.M., Toshima, K., Lairmore, T.C., Howe, ].R.,
Moley, J.F., Goodfellow, P, Wells Jr., S.A., 1993. Mutations in the RET proto-oncogene
are associated with MEN 2A and FMTC. Hum. Mol. Genet. 2, 851-856.

Michiels, F.M., Chappuis, S., Caillou, B., Pasini, A., Talbot, M., Monier, R., Lenoir, G.M.,
Feunteun, J., Billaud, M., 1997. Development of medullary thyroid carcinoma in trans-
genic mice expressing the RET protooncogene altered by a multiple endocrine neo-
plasia type 2A mutation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94, 3330-3335.

Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K., Yamanaka, S.,
2007. Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined
factors. Cell 131, 861-872.

Wells, S.A., Pacini, F., Robinson, B.G., Santoro, M., 2013. Multiple endocrine neoplasia type
2 and familial medullary thyroid carcinoma: an update. J. Clin. Endocrinol. Metab. 98,
3149-3164.

Wells, S.A,, Asa, S.L., Dralle, H., Elisei, R., Evans, D.B., Gagel, RF., Lee, N., Machens, A, Moley,
J.F., Pacini, F,, et al., 2015. Revised American thyroid association guidelines for the
management of medullary thyroid carcinoma. Thyroid 25, 567-610.



Résultats supplémentaires

Caractérisation des lignées de CSPi PB46 RET“%?°R et PB50 RETM18T

Les cellules mononuclées du sang cryopréservées des patients porteurs de la
mutation RET C620R et RET M918Tdont I'histoire clinique est décrite au début de ce
chapitre ont été reprogrammées par transduction non-intégratives des facteurs
Oct3/4, Sox2, KIf4, and cMyc (Takahashi et al., 2007) et cultivées sous forme de
colonies sur FME ou en geltrex® (Figure 16 A & E & Figure 17 A & C)).
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Figure 16: Caractérisation de la lignée CSPi PB46 RET“®***®
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Nous n’avons pas observé d’anomalie caryotypique (Figure 16B & Figure 17 A) et les
cellules exprimaient les marqueurs de pluripotence comme SSEA et TRA1-60
(Figure 16C & Figure 17) mais également Oct-4 (Figure 16E & Figure 17).
L’expression de Ret sur les CSPi était faible mais présente et confirmée par
cytométrie en flux (Figure 16D & Figure 17D). La présence de la mutation faux sens
1858 T>C a été confirmée par séquencage Sanger au niveau génomique (Figure
16F & Figure 17D) et du cDNA. Ces CSPi, généraient des tératomes, 2 mois apres
injection intra musculaire dans des souris immunodéprimées NSG et I'analyse
histologique a confirmé la présence de tissus originaire des 3 feuillets ectodermique,

endodermique et mésenchymateux, confirmant la pluripotence de ces cellules.

Analyse de l'expression de Ret dans les CSPi

Pour I'analyse de I'expression de Ret, nous disposions de 2 lignées cellulaires
de CMT, la lignée TT, porteuse d’'une mutation RET C634W et la lignée MZCRC
porteuse d’'une mutation M918T qui nous ont été fournies par le Dr Dupuy
(UMR8200, Gustave Roussy). Nous avons pu mettre au point lI'analyse par

cytométrie en flux grace a ces témoins positifs (Figure 18).
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Figure 18 : Expression de ret par cytométrie en flux dans les lignées TT, MZCRC et CSPi
L’expression de Ret est plus importante dans les lignées avec 88.9% des cellules TT
et 95.2% des cellules MZCRC exprimant Ret alors que 45,1 a 66,1% des CSPi
I'expriment (Figure 18).
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Figure 19: Expression relative de Ret dans les lignées de CMT et les CSPi
L’expression relative de Ret, analysée en gPCR, dans les lignées de CMT par
rapport aux lignées CSPi est 36 a 50 fois plus importante et il semble exister une

variabilité dans I'expression de Ret entre les lignées de CSPi (test ANOVA, p<0.0001
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et Figure 19). Nous n’avons pas pu détecter I'expression de Ret dans les lignées
CSPi par Western blot alors que cela était possible dans les lignées de CMT, a la fois
la forme totale et la forme phosphorylées, probablement en raison d’'une expression
faible de la protéine dans les CSPi comme suggéré par les données de cytométrie de
flux et de gPCR.

Conclusion

Nous avons généré trois CSPi porteuses de mutations de RET
ccorrespondant aux 3 classes de risque/d’agressivité pour le développement du
carcinome médullaire de la thyroide. La pluripotence de ces 3 CSPi a été validée par
la démonstration du développement de tératomes suite a leur injection intra-
musculaire dans des souris immunodéprimées. L’expression de Ret est détectable
par cytométrie en flux mais faible dans ces cellules. Elle est beaucoup plus faible que
dans les lignées de CMT disponibles communément comme TT et MZCRC.

Les lignées PB48 et PB50 étant porteuses des mutations les plus fréquentes
dans les NEM2A et NEM2B respectivement, nous nous sommes concentrés sur ces
lignées pour la suite du travail. Nous avons fait I'hypothése qu’il serait plus probable
d’observer un phénotype avec les lignées porteuses de mutations les plus agressives
de RET.
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2) Evaluation des effets phénotypiques et génomiques d’une lignée CSPi

aprés correction de la mutation de RET

Apres génération des lignées de CSPi avec mutation RET, l'objectif a été de
déterminer les caractéristigues phénotypiques et génomiques des lignées CSPi par
rapport a une lignée sans mutation de RET. En premiére intention, I'utilisation d’'une
lignée témoin, RET sauvage, disponible au laboratoire a été considérée. Cependant,
il nous a paru plus judicieux de réaliser une correction génomique pour obtenir une
lignée témoin isogénique et tester directement les effets de cette correction. Nous
avons utilisé le systeme CRISPR/Cas9 pour « corriger » la mutation de RET de PB48
et ainsi générer son contréle isogénique, la lignée PB48A3 RET®**°. Nous avons
ensuite procédé a une analyse histologique des tératomes générés a partir de ces 2
lignées ainsi qu’a I'étude du transcriptome. Ces études ont permis de mettre en
évidence I'absence de développement de tumeur maligne au sein des tératomes qu'’il
y ait une mutation de RET ou qu’elle soit corrigée. Au niveau génomique, nous
n‘avons pas mis en évidence de mutation hors cible liée a la correction par
CRISPR/Cas9, au niveau exonique, dans la lignée PB48A3. Notre modéle nous
permet d’isoler les différences d’expression liées a la mutation dans un contexte
génétique donné, qui est le méme pour les deux lignées, et qui a donné lieu au
développement a la fois d'un CMT et d’'un phéochromocytome chez notre patient.
Une analyse comparative de I'expression des génes des deux CSPi isogéniques
ainsi que d’'une CSPi sans mutation de RET générée au laboratoire (Ozmadenci et
al., 2015) a éteé réalisée. Nous avons mis en évidence une activation du programme
transcriptionnel lié a EGR1 (Early Growth Response 1) et avons pu réaliser une
étude moléculaire compléte grace a l'utilisation des données concernant la régulation
d’EGR1 dans les CSE disponibles sur les bases de données. Il avait été suggéré que
l'activation d’'EGR1 via la voie Ret pouvait étre un des mécanismes moléculaires
favorisant le développement des NEM2A a partir de données dans les lignées de
phéochromocytome de rat (PC12). Nos données confirment cette hypothése et
suggeérent qu’'une activation du programme transcriptionnel ’'EGR1 est observée en
réponse a une mutation de RET dans les cellules souches pluripotentes induites et
pourrait étre le premier événement moléculaire responsable du développement du

phénotype tumoral des néoplasies endocriniennes multiples de type 2.
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SUMMARY

Context

MENZ2A is a cancer-predisposing syndrome that affects patients with germline RET
mutations. We generated a MENZ2A induced Pluripotent Stem Cell (iPSC) line with
“high risk” RET mutation and an isogenic counterpart by correction of this mutation in
order to study molecular pathways modified in these cells in the context of
pluripotency with and without RET mutation.

Methods

Peripheral blood mononuclear cells from a patient with germline “high risk” RET<®*"
and mutation were reprogrammed by non-integrative viral transduction and an
isogenic control iPSC was generated with the use of CRISPR-Cas9 genome edition.
These iPSCs’ pluripotency hallmarks, gene expression and genomic sequences were
characterized and an integrative gene expression analysis was performed.

Results

The RET®* and RET'®*¢ iPSCs were generated and characterized for
pluripotency markers expression and teratoma formation. Whole exome sequencing
of both RET®**" and RET"®*¢ iPSCs revealed no major exonic off target effect of
the CRISPR correction. However, integrative differential gene expression analysis of
RETC%*Y RETY®*¢ and RET™ iPSCs revealed an activation of the Early Growth
Response 1 (EGR1) transcriptional program in RET-mutated iPSC, a link previously
suggested in RET-mutated cancer cell lines.

Conclusion

We show here the feasibility of the use of the iPSC technology in RET-mutated
multiple endocrine neoplasia type 2A to unravel transcriptional events in the context
of stem cells, leading to the discovery of a key pathway in the development of several
cancers. These data constitute the first step toward understanding the molecular
mechanisms underlying the development of MEN2A features using iPSCs and

highlight the role of EGR1 transcriptional program in the development of this disease.
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INTRODUCTION

Multiple Endocrine Neoplasia type 2 (MEN2) are autosomal dominant hereditary
diseases, due to mutations of the RET (REarranged during Transfection) proto-
oncogene (Takahashi et al., 1985). MEN2A is a rare syndrome (1/1,973,500 (Wells et
al., 2015c)) which associates medullary thyroid cancer (MTC), pheochromocytoma,
hyperparathyroidism, cutaneous lichen amyloidosis, and Hirschprung disease in
some patients (Wells et al., 2013). It therefore affects organs of both endodermic and
neural crest origin. Mouse models have been unsuccessful in recapitulating the full
clinical spectrum of MEN2A (Kawai et al., 2000; Michiels et al., 1997). Mutations
causing MEN2A affect the cysteine-rich extracellular domain, each converting a
cysteine to another amino acid, in codon 634 (exon 11) or in codons 609, 611, 618,
and 620 (exon 10). These mutations account for 98% of all mutations associated with
the classic MEN 2A and the most common mutation, accounting for over 80 % of all
mutations associated with the classic MEN 2A, involves codon 634 (Wells et al.,
2013).

The molecular mechanisms by which RET alleles contribute to the development of
MEN2A phenotype in humans remain to be elucidated. The pheochromocytoma
PC12 cell line have been used to study this molecular mechanisms, revealing the
induction of an aberrant pattern of differentiation, accompanied by unresponsiveness
to growth inhibitory physiological signals (Califano et al., 1996). Activation of the Ras
signalling pathways (Califano et al., 2000) has been suggested to be part of the
mechanism of action of activated Ret in the pathogenesis of neuroendocrine
tumours associated with MEN2 syndromes. Currently, there is no satisfactory
experimental model using primary human cells in MEN2A-associated cancers.

In this work, we have used induced pluripotent stem cells (iPSC) from a MEN2A

patient carrying the most frequent RET®3*Y

mutation (Hadoux et al., 2016b) as a tool
to identify the transcriptomic program responsible for the development of MEN2A
features. In order to determine the potential molecular effects generated by this
mutation in pluripotent stem cell stage, an isogenic IPSC cell line with correction of
the Ret mutation was needed. We have used the CRISPR-Cas9 system (Cong et al.,
2013; Mali et al., 2013a) in order to generate a RET-corrected isogenic iPSc control
cell line with a single-stranded DNA oligonucleotides (ssODN) (Chen et al., 2011,

Ran et al., 2013b). Here we report the generation of the CRISPR-corrected isogenic
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counterpart of the MEN2A iPSC and describe the comprehensive transcriptomic
landscape of the MEN2A iPSC.

METHODS

Human iPS cells culture & Pluripotency Markers and Ret Expression

iIPSC culture was performed according to two different procedures: in the presence of
feeders or feeder-free; Ret and pluripotency markers expressions were assessed by
flow cytometry analysis as described elsewhere (Supplemental methods & Hadoux et
al SCR 2016).

RET mutation correction by CRISPR/Cas9

RET codon 634 targeting gRNA was cloned in pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-
hSpCas9 obtained from Addgene (Plasmid #42230) (Cong et al., 2013) and a single
stranded oligodeoxynucleotide was used for genome editing of the mutated codon by
homologous recombination (see Supplementary material for more details).

Off target effect evaluation

Putative exonic off targets, as computed by the CRISPR design online tool
(http://crispr.mit.edu/) (Hsu et al., 2013) were assessed with two methods. First,
direct Sanger sequencing was performed on the putative exonic off targets
(supplemental methods). Second, Whole exome sequencing was performed on
lllumina HISEQ 4000 (Gnirke et al., 2009) (supplemental methods).

Transcriptome and Integrative analysis

Samples processing and bioinformatics pipeline for gene expression analysis are
described in the supplemental information. The up regulated transcriptional program
in the RET®**Y |PSC was crossed by SQL query with the transcription factors
expressed in various tissues database (Vaquerizas et al., 2009). The expression of
transcription factors highlighted was studied according to their intensity expression
and specificity among different human tissues. Affymetrix gene expression data for
different human tissues were collected from the GDS3113 datasets. In particular, the
expression of 9 transcription factors induced in the RET®®*Y |PSCs was
characterized among these different human tissues. In silico chip-sequencing

analysis was performed as described in supplemental methods.
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HumanMine (Smith et al., 2012) was used for chromosomal enrichment of the EGR1
dependent signature induced in the RET“®**' IPSC and for collection of target
molecules connections data in order to build a network of molecular connections with
Cytoscape 3.3.0 software version. The functional annotations of connection partners
were collected on genecard website (www.genecards.org). OmicsCircos package
Bioconductor in R Version 3.2.3 software was used for the circos plot graph
generation. The Fisher exact test was also performed using the R software Version
3.2.3.

RESULTS

Clinical Characteristics of the patient and generation of RET®**-mutated iPSC.
A MEN2A RET®®*.iPSC was generated from peripheral blood mononuclear cells of
a 28 year-old patient with a familial history of medullary thyroid cancer in his mother.
He was diagnosed with two pheochromocytomas of 22 and 15 mm in the right
adrenal gland following positive urinary metanephrins results and a positive MIBG
(méta-iodobenzylguanidine) scan. The two tumours were surgically removed, had no
capsular nor vascular invasion features, PASS score was 4 and Ki67 was 2%
(Thompson, 2002). The patient had also medullary thyroid carcinoma with 2 lymph
node metastases which was surgically removed with bilateral neck lymph node
dissection. The pathological stage was: pT2mN1bMO0 (Hadoux et al., 2016b). This
patient carried a germline missense 1901G>A mutation leading to a C634Y
substitution at codon 634 which is the most common RET mutation observed in

NEM2A patients; the patient is still free of disease.

Generation of the RET'®*¢ iPSC isogenic control by CRISPR-mediated
correction of a MEN2A RET®*** iPSC.

As we planned to use the RET<®Y

-iPSC to investigate the transcriptomic program
underlying development of MEN2A phenotype, we decided to generate a RET'®34¢
iIPSC isogenic control by CRISPR-mediated genome editing. We selected a guide
RNA (gRNA) overlapping the mutated TAC codon 634 of the RET gene in our
RETC®**Y.iPSC. This gRNA was predicted to have 16 exonic and 16 non-coding
putative off targets (Supplemental methods). We designed a ssODN with the
corrected TGC wild type codon 634 and silent mutations disrupting the PAM

(Protospacer Adjacent Motif) and introducing a Notl restriction site (Figure 1A). The
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Notl restriction site was used for genome-edited iPSC clones screening; we
observed 2 recombinant clones within 17 iPSC clones obtained after Cas9 and
ssODN transfection which represents a 11.8% HDR (homology-directed repair) rate,
a rate lower than previously described in iPSC (Ding et al., 2013). One of the clones
(C2 clone) harboured insertion/deletion downstream of the HDR site (figure 1B).
Thus, we obtained one clone (A3) harbouring the RETY®**¢ corrected codon 634. The
RET"®**C iPSC grew as colonies with normal morphology on both MEF layer and
geltrex, exhibited pluripotency markers (SSEA4, SSEA3 and TRA1-60) (figure 1C), a
normal karyotype. Ret protein was expressed by both RET®®**Y and RET"®*¢ iPSC
and the mutated form was transcribed as demonstrated by Sanger sequencing of
cDNA (figure 1D).

In teratoma assays using RET®*Y RET"™*¢ and RET" iPSC a normal
differentiation pattern with the three germ layers was observed in all teratoma
analysed (Supplemental figure S2). Chromogranin A and calcitonin staining were
also analysed (supplemental results & supplemental Figure S2).

Off Target assessment

Although it has been suggested that off-target mutations may have a low incidence
after gene edition with CRISPR (Veres et al., 2014), we wished to confirm the
absence of off-target mutations due to our CRISPR-ssODN strategy in the RET %3¢
iPSC. We used two methods to achieve this goal: Sanger sequencing of predicted
exonic off targets and whole exome sequencing (WES). We observed a G>A SNP
(rs148762104), resulting in an Ala304Thr missense mutation of TCEB3C
(NM_145653.3), located 203 bp upstream of the putative CRIPSR off-target site and
with unknown clinical significance. In the same region, we also observed a
heterozygous T>C missense mutation (Lys375Pro) located in the middle of the
putative GCCCGATCAGCTGTACCGCACAG off target site in the TCEB3C gene; this
mutation (VAR _059654) corresponds to natural variant rs2261291 (UniProtkKB -
Q8NG57). There was a C>T SNP (rs763546633) in EVI5L (NM_145245) resulting in
a silent mutation (Table 1). We did not succeed in sequencing 3 sites despite the
use of different primers couples.

lllumina Paired end fastq sequencing files of WES for each sample (IPSC RET<®3%"
and the CRISPR-corrected IPSC RET"®*C ) were aligned with Bowtie2 on HG19

version of human genome and BAM files were recalibrated in GATK (base
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recalibration and realigned around known indels). CRISPR/Cas9 target modification
in WES had a mean coverage of 117.7X for the RET®**' iPSC and 96.6X for the
RET"®**C iPSC in control sample. After removing PCR duplicate reads in BAM files,
RETC®** iPSC sample harbored 43% of altered reads. Great majority of the
RETC®** iPSC altered reads (99% of wild type reads) were found corrected in the
RET"%**C IPSC (Supplemental figure S1). Also, CRISPR/Cas9 predicted off targets in
coding regions were verified in WES by BAM files visualization in Integrative genome
viewer software: no reads modifications could be seen in these side effect regions

(data not shown).

Micro-array analysis of RET“®**Y iPSC and CRISPR-mediated correction of the
transcriptional program of the RET®®**Y iPSC reveals up regulation of EGR1 in
RET mutated iPSC

Comparative gene expression analysis of our RET®®**" iPSC with a RET" iPSC
described elsewhere (Ozmadenci et al., 2015) was analysed with unsupervised
classification and showed that most of the transcriptional program of the RET“®**Y
iPSC is up regulated (231 up-regulated sequences vs. 29 down-regulated
sequences) (Supplemental figure S2A & table S1). Functional enrichment revealed a
significant involvement of the p53 network (BTG2, DDB2, DDIT4, TNFRSF10C,
TP53INP1) participating in the ATM and ATR signalling (Supplemental Figure S2B).
Comparative gene expression analysis of the CRIPSR-corrected RETY®*¢ ipPSC

versus RETC63#Y

iPSC was analysed with unsupervised classification (Supplemental
figure S2C) and showed a down regulation of the majority of the transcriptional
program of RET“®**Y iPSC in the CRISPR-corrected iPSC (5 sequences up regulated
versus 229 down-regulated sequences). This suggests that reversing the activating
RET®®**Y mutation in iPSC has a repressive action on the transcriptome of these
cells. The lists of up regulated genes in the RET®**' IPSC as compared to the RET"
iPSC and the list of down regulated genes in the RETY%%*¢ iPSC as compared to the
RETC®**Y |PSC were crossed (Figure 2A & supplemental table S2): 28.3% of the
transcriptional program induced in the RET®®**Y |PSC was repressed by CRISPR-
mediated RET mutation correction (56 of 198 genes) and 70.5% of the RET"%3%¢
iPSC down regulated transcription program was considered to be unrelated to the
CRISPR-mediated correction (134 of 190 genes). Of the 56 sequences corrected by

CRISPR (i.e. RET®®®*" differential signature) in the transcriptional program of the
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RET®®" |PSC, 53% are coding sequences (Figure 2B). The noncoding
transcriptome is relatively heterogeneous especially with significant proportions for
SsnoRNA and antisense molecules (11% each). Unsupervised classification
conducted with the RET®®**" differential signature reclassified RET“®**' IPSC
samples away from the cluster formed by both RET'®*¢ and RET™ iPSCs
suggesting that CRISPR-mediated correction induce a “return to a RET" state” of the
RET"®**C iPSC (Figure 2C). Taken together, these data validate of our CRISPR-
generated isogenic control as a valuable tool for integrative gene expression analysis
of MEN2A iPSC. The cross-analysis of the RET®®**Y iPSC differential signature
(Supplemental Table 1) with the census list of human transcription factors revealed
up regulation of 9 transcription factors in RET“®**Y |IPSC: EGR1, ZNF554, ZNF560,
ZNF595, ZNF667, ZC3H6, ZMAT3, H1F0, HLA-DRB3. These 9 transcription factors
reclassify RET®**' samples remotely from RET" samples by clustering (Figure 2D)
Among these transcription factors, only EGR1 has thyroid and adrenal gland (the two
main target organs of tumour formation in MEN2A) specificity as well as significant
expression in these organs according to the Body map dataset analysis (Figure 2E &
supplemental figure S3A).

To determine if the increased EGR1 expression is consistently increased in RET-
mutated iIPSC, we have analysed EGR1 expression in another patient-derived,
RETV'®T_mutated iPSC. This analysis showed
an increased EGR1 expression in a RETV¥'®T MEN2B iPSC which suggests that
EGR1 elevated expression is related to RET mutation at the stem cell state (figure
2F). We conclude that EGRL1 is a putative transcriptional effector of the MEN2A RET-

dependent developmental program at the iPSC state.

The EGR1 dependent regulation network in RET®®** ipSC

As we used a RET®®*Y

IPSC model to study the early mechanisms of development
of MEN2A features in human, we analysed the EGR ChipSequencing data in the
human H1 hES cell line. One third of the EGR1 chip-sequencing peaks in H1 were
found to be proximal position HG19 promoters (36.7% in the area upstream TSS -
3000, figure 5E) which corresponds to a relative enrichment of 14.68 as compared to
the complete genome (supplemental Figure S3B).
By integrating the H1 hESC line chip sequencing analysis into the over ranking

signature of the RET“®**" iPSCs Supplemental table S3), a 99 identities overlay is
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observed (Figure 3B) which results in an enrichment of EGR1 target sequences
(Odds ratio=1.37) in the RET®** differential signature versus RET™ iPSC relative to
the total transcriptome (Fisher exact test, p-value = 0.00419). This enrichment is
depicted on the multiomics circosplot RET®®**Y |PSC samples away from RET" and
RET 034 iPSC and by clustering (Figure 3C & 3D).
The research of de novo motif for EGR1 dependant genomic intervals in the
RETC%**Y differential signature was used to check firstly that the EGR1 motifs were
enriched, with 125 detected sites (Figure 3E) and secondly that those same EGR1
related intervals were also predicted for other transcription factors such as
HIF1A:ARNT, SP1 and SP3, MAX (Figure 3F and supplemental Figure S3C) which
have been implicated in RET transcriptional regulation in association with
EGR1(Andrew et al., 2002) , medullary thyroid carcinoma (Koperek et al., 2011) and
pheochromocytoma (Huynh et al., 2006; Qin et al.,, 2014) pathophysiology. he
molecular interactome of the EGR1 signature in RET®**' |PSC involved connections
with transcriptional coactivator modules such as EP300 and COPSS5; with
transcription factors such as p53, JunB, YBX1; with RNA metabolism such as the
ILF3 Module involving MALAT1 previously observed to be highly expressed in
RETC%**Y |PSC; with the MDM2 module; with chromatin binding molecules such as

YAP1 and HDAC1 and with a fibronectin 1 module (Supplemental figure 3D)

DISCUSSION

iPSC technology represents a major tool of disease modelling which has led to
discovery of “disease in a dish” models in several fields of medicine, such as in
cardiology (Long QT syndrome (ltzhaki et al., 2011)) and neurology (Parkinson (Kriks
et al.,, 2011)). In patients with long QT syndrome this technology allowed the
development of novel pharmacological tools the efficacy of which can be tested
directly in vitro (Maddah et al.,, 2015). In the field of cancer biology, very few
examples of the use of iPSC have been reported, and in hereditary cancer there are
only two published reports describing the use of IPSC in patients with BRCAL-
mutated breast cancer (Soyombo et al., 2013) and Li-Fraumeni syndrome (Lee et al.,
2015). One of the major interests of the iIPSC modelling is the availability of large
numbers of cells amenable to gene correction; the efficiency and the result of which
can be tested. Here we report the integrative gene expression analysis of the first
MEN2A RET“®**"_iPSC and its CRISPR genome-edited isogenic control.
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Indeed, in cancer-predisposing syndromes, the genomic context in which a mutation
arises in a predisposing gene can have some importance because of the presence of
potential genetic modifiers (Barnes and Antoniou, 2012; Jakubowska et al., 2012;
Kamihara et al.,, 2014; Lesueur et al., 2006; Robledo et al., 2003). Moreover, the
generation of isogenic control has been reported to be of major importance for
studying the mechanisms of disease development with iPSC (Soldner and Jaenisch,
2012; Soldner et al., 2011) which can be efficiently achieved with the CRISPR/Cas9
system (Hockemeyer and Jaenisch, 2016). Therefore, we have generated a
genome-edited isogenic control in order to specifically study the transcriptional
landscape role of a mutated RET or its corrected wild type counterpart in a genetic
context that has already led to tumour development as observed in our patient. We
have assessed exonic putative CRIPSR off targets in order to ensure the robustness
of our comparative gene expression analysis. The strategy of comparing RET“%**Y
iPSC and CRISPR-mediated corrected RET'®**C iPSC has allowed us to perform
integrated gene expression analysis and to identify Early Growth Response 1 (EGR1)
as a putative effector of the development of MEN2A features.

EGR1 is a transcription factor that is induced by Nerve Growth Factor (NGF)
(Milbrandt, 1987), glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), the Ret ligand
(Consales et al.,, 2007) and activated Ret (Carlomagno et al., 1996). EGR1 is
activated through the RAS-MAPK pathway signalling as already shown in a ret
transfected rat pheochromocytoma cell line (PC12) (Califano et al., 2000). Moreover,
it has been suggested, in the PC12 cell line, that mutated ret increases the
expression of EGR1 and induces an aberrant neuronal differentiation program with
no inhibition of cell proliferation and insensitivity of NGF-induced neurite outgrowth
although the cell express neuron-specific markers. These observations led the
authors to propose that ret-induced impairment of the correct differentiation program
and of the response to cytokines causes the hyperplasia of neuroendocrine cells,
which constitutes the initial step of the development of MEN2A features (Califano et
al., 1996). Our data corroborate these assumptions by showing that EGR1
transcriptional program is activated in RET mutated undifferentiated iPSC and thus
could be responsible for the development of MEN2A tumoral features. The lineage
independence of the EGRL1 transcriptional activation could explain the development
of tumours in tissue of different germ layer origins (Huber et al., 2009; Johansson et

al., 2015). Moreover, EGR1 shares target DNA intervals with other transcription
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factors that have been implicated in RET transcriptional regulation (SP1 and SP3),
medullary thyroid cancer (HIF1A) or pheochromocytoma (HIF1A, MAX, SP1) which
reinforce its putative role in the development of MEN2A neoplastic features.

Our iPSC lines were generated from PBMC of a MEN2A patient. Whether the origin
of the reprogrammed cell is important for the study of iPSCs is a matter of debate.
Indeed, it has been shown that nuclear factors-based reprogrammed IPSC retains
epigenetic features reminiscent to their cell of origin when compared to nuclear
transfert-based reprogrammed cell in mouse (Kim et al.,, 2010). A bias in
differentiation potential has been reported in human IPSCs derived for the neural
tube (Hargus et al.,, 2014) and pancreatic islet beta cells (Bar-Nur et al., 2011).
However, it has also been shown that this “epigenetic memory” is lost through serial
passaging in mouse IPSCs (Polo et al., 2010). Our data have not revealed
mesenchymal or hematologic bias in the integrative genomic analyses which suggest
that the cell of origin of our iPSC is not of great importance in our study.

Generation of iPSC is of potential value in cancer research for disease progression
modelling, drug screening and toxicology (Kim, 2015). In modelling hereditary
disease, two studies have been published to date. The first study focused on

hereditary breast cancer, BRCA1%32"sC

mutant iPSCs were generated from skin
fibroblast; these iIPSCs did not give rise to cancerous or dysplastic teratoma after
injection in immunocompromised mice but it was found that PKC-theta was
overexpressed in the BRCA1%%%2"C ipSCs (Soyombo et al., 2013). In the second
36245D

study, p5 mutant iPSC were generated from fibroblast of patients with Li-
Fraumeni Syndrome who had developed several tumours including osteosarcoma
(Lee et al., 2015). The teratoma generated from the p53-mutated iPSCs were not
reported to have cancerous or dysplastic features but when osteogenic differentiation
was induced, differentiated cells exhibited functional and gene expression features of
osteosarcoma as seen in Li-Fraumeni syndrome. Gene correction strategies in these
two models would certainly be of major interest to dissect the signalling pathways
due to BRCAL and TP53 mutations. Indeed, in these studies with hereditary cancer
(Lee et al.,, 2015; Soyombo et al.,, 2013), control IPSC were generated by the
reprogramming of fibroblasts from unaffected relatives to the patient and were not,
therefore, isogenic control. . In sporadic cancers, Direct reprogramming of cancer

tissues such as described in pancreas cancer (Kim et al.,, 2013a) could be a
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successful strategy to generate iPSC-derived cancer cells, potentially facilitated by

the epigenetics status of the target cells.

In this study, we report the generation of the first MEN2A iPSC together with a
genome-edited isogenic control of the ATA high risk RET®®**Y mutation and its
integrative gene expression characterization. We further show here the proof of
concept that iPSC modelling can be a major and useful tool to dissect signalling
pathways at the level of stem cells, a strategy which could not have been possible
using primary MTC. We identify EGR1 as a potential transcriptional effector of
MEN2A phenotype at the embryonic stage, independent on any differentiation
program or bias which could explain the development of tumours in tissue of different
embryonic origins in MEN2A patients.

We show here that EGRL elicits a transcriptional program at the level of stem cells in
two independent iPSC with RET mutation. This program has already been shown to
be is responsible for the development of MEN2A features throughout foetal and adult
development and differentiation. Our results demonstrate for the first time the
usefulness of iPSC modelling in MEN2A associated MTC.
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TABLES & FIGURES LEGENDS

Figure 1: CRISPR-mediated correction of the RET“®**" mutation and generation
of the RET"®*¢ipPSC

Legend:

A: schematic representation of the gRNA and ssODN used for CRISPR-mediated
correction of the RET®**" mutation.

B: Gel electrophoresis of Not 1 digested genomic DNA of CRISPR-targeted iPSc
clones.

C: Morphology, expression of pluripotency markers SSEA4 and TRA-1 60, karyotype
and teratoma assay of RET"®**¢ iPSC.

D: RET expression by FACS analysis and sanger sequencing of RET cDNA in
RET®* and RET"®¢ iPSC.

Table 1. Sanger and whole exome sequencing sequencing of predicted exonic
off target mutations

Figure 2 : EGR1 is upregulated in RET mutated iPSC

A : Venn diagram of upregulated genes list in RET®**" compared to RET" iPSC
(figure 3A & supplemental table 1) and downregulated genes in RETY®3¢
4A) ;

B : Pie chart of RNA sequences types observed after crossing the RETC634Y

(figure

upregulated genes list and the RETY634C downregulated genes list.

C : Heatmap of coding and non coding sequences induced in RETC634Y compared
to RETwt iPSC and « corrected » following CRISPR-mediated generation of the the
RETY634C iPSC.

D : Heatmap of the 9 up regulated transcription factors in RETC634Y iPSC.

E : Microarray expression thyroid & adrenal/microarray expression all tissues ratio
table heatmap and expression sensitivity (low : 0-104, middle : 104-105, high > 105)
of the 9 transcription factors according to dataset GDS3113

F: Box plot of EGR1 expression in RETC634Y and RETM918T iPSC as compared to
RETwt iPSC.
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Figure 3 : Integrative analysis of EGR1 transcriptional program in RET%**Y

iPSC
A : Piechart of the EGR1 ChipSeq peaks in H1 hESC line.

B : Venn diagramm of integrative crossing between target promoters of EGR1 in H1
hESC line and upregulated genes list in the RET®**" iPSC (Odds ratio of
enrichment by Fisher exact Test)

C : Integrative analysis Circosplot . Purple line: EGRL1 targets in H1 hESC line (Chip
Seq BETA score). Blue line: Up regulated genes in the RET®**" iPSC (Fold
Change). Red labels: multiomics intersection genes.

D : Unsupervised classification of the EGR1-dependant transcriptional program
induced in RET®**Y iPSC (euclidien distances — complete linkage).

E : JASPAR de novo motif discovery in the EGR1-dependant transcriptional program
induced in RET®®**Y ipScC.

F : Trancription factors with shared regulating sequences among the the EGR1-
-I-C634Y

dependant transcriptional program induced in RE
JASPAR vertebrales 2016).

iPSC (de novo discovery on
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TABLE

Table 1: Sanger and whole exome sequencing sequencing of predicted exonic

off target mutations

Predicte Sanger WES
d off Sequence sequenc .
. i e Off Target mutation/other
Target obtained : obtained
ID Yes/No
yes/no
NR_0733
29 Yes Yes No
NM_020
836 Yes Yes No
NM_145 Yes Yes Heterozygote T->C mutation at bp1360 : L-
653 >P/ rs148762104 : 910G>A, Ala304Thr
NM_013
432 Yes Yes No
NM_032
551 No Yes NA
NM_032
873 Yes Yes No
NM_001
385 Yes Yes No
NM_006
754 No Yes NA
NM_000
603 Yes Yes No
NM_052
920 Yes Yes No
NM_178
138 No Yes NA
NM_014
546 Yes Yes No
NM_001
165979 Yes Yes No
N'\g;é% Yes Yes | No/SNP rs763546633 : 606C>T, lle202=
NR_0389
5 Yes Yes No
NM_030 Yes Yes No

877
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Figure 1: CRISPR-mediated correction of the RET“®**' mutation and generation
of the RET'®**¢iPSC
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Figure 3: Integrative analysis of EGR1 transcriptional program in RET®®**Y ipSC
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Figure 3: Integrative analysis of EGR1 transcriptional program in RET®®**Y ipSC
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SUPPLEMENTAL METHODS

In vivo Pluripotency analysis by teratoma formation

RET"®¢ iPSC were subjected to teratoma formation assay by intramuscular
injection of NSG mice (2.10° cells in 150ul of GeltrexyDMEMEF12 1:1dilution).
Teratoma formation assays were performed in triplicate in order to analyze the
development of potentially malignant tumor tissue within teratomas. Pathological
analysis was performed after 8 to 10 weeks of tumor growth: teratomas were
dissected and fixed in 4% paraformaldehyde and samples were embedded in paraffin
and stained with Hematoxylin & Eosin in association with IHC, to assess the
presence of ectodermic, endodermic, and mesodermic tissues and the xpression of
chromogranin A and calcitonin. The IHC was performed as requested with a
BenchMark Ultra® apparatus (Ventana Medical System) with prediluted primary
antibodies raised against chromogranin A and calcitonin (DAKO). Chromogranin A
staining was revealed with peroxidase/diaminobenzidine and calcitonine was

revealed with alkaline phosphatase/Permanent Red.

Human iPS cells culture & Pluripotency Markers and Ret Expression

The feeder cultures were performed on Mitomycin C-treated MEF layer as described
above with passaging every 7 days using 1 mg/ml collagenase IV in DMEM/F12 (Life
technologies)); the feeder-free culture was performed on Geltrex™ (Life
technologies) in Essential 8 medium (Life technologies) and 1%
penicillin/streptomycin with passaging every 3-4 days using in DPBS (Life
technologies) supplemented with 0.5 mM EDTA (Life technologies) and 1.8 mg/L
NacCl (Sigma).

Pluripotency Markers and Ret Expression

For flow cytometry analysis, iPSC colonies were recovered from Mitomycin-C
inactivated MEF by 2 hours incubation in 1 mg/ml collagenase IV in DMEM/F12. After
two cycles of washing/sedimentation with 10 ml DMEM/F12, colonies were washed
once in Ca2+/Mg2+ free PBS (Life technologies) and then dissociated into a single
cell suspension by 10 minutes incubation in Hank’s balanced enzyme-free cell
dissociation buffer (Life technologies). For pluripotency marker analysis, 1x105 cells

were incubated in 10 ul PBS containing 1 pl Phycoerythrin-conjugated rat monoclonal
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antibody anti-SSEA3, 1ul V450- conjugated mouse monoclonal anti-SSEA-4 and 1 ul
Alexa647-conjugated mouse monoclonal antibody anti-TRA1-60 (all of them from BD
Bisociences) or conjugated isotype control. For Ret expression analysis, 1x105 cells
were incubated in 10 uyl PBS containing 1 ul APC-conjugated mouse monoclonal
antibody anti-Ret (R&D) or conjugated isotype control. Cells were analyzed with a

MACSQuant flowcytometer using the FlowJo V10 software.

RET mutation correction by CRISPR/Cas9

Cas9 and chimeric guide RNA expression plasmid, pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-
hSpCas9 (Cong et al., 2013), was ordered from Addgene (Plasmid #42230). Two
single strand oligonucleotides (RET634_gRNA_forward 5'-
CACCGGTGCGACGAGCTGTACCGCA-3 and RET634 gRNA reverse 5'-
AAACTGCGGTACAGCTCGTCGCACC-3') were annealed to form the guide RNA
and cloned in this plasmid after digestion with Bbs1 as previously described (Ran et
al., 2013b). The single-stranded oligodeoxynucleotides (ssODN) sequence used for
the RET mutation correction was as follows: 5'-
CCTCACACCACCCCCACCCACAGATCCACTGTGCGACGAGCTGTGCAGAACCG
TGATCGCGGCCGCTGTCCTCTTCTCCTTCATCGTCTCGGTGCTGCTGTCTTG-3'.
RETC®**Y_.iPSC, cultured on feeder, were transfected with both RET®**-guideRNA-
containing plasmid and the ssODN using Fugene HD. After transfection, iPSC were
subcloned in multiwell plates and grown for one week. At the end of the expansion
culture, each clone was splitted in 2 samples: one sample for further feeder-free
culture and one sample for genomic DNA extraction. For genomic DNA lysates
preparation, the subcloned IPSC sample was put in 50ul of QuickExtract DNA
extraction solution (Epicentre), vortexed for 15 seconds and then incubated at 68°C
during 15 min following by 95°C during 8 minutes and then stored at -20°C. PCR was
performed on 0.5ul of this genomic DNA lysates with high-fidelity PCR polymerase
(Herculase 1l fusion DNA polymerase, Agilent) using the following cycling parameter:
2 minutes of denaturation at 95°C followed by 30 cycles with 10 seconds at 95°C, 20
seconds at 55 °C and 30°C at 72°C and a final 3 min elongation step at 72°C.
Primers  forward 5-GCCAGCTGGTGTAATGAGCA-3° and reverse 5'-
ACCGTTCACTCACACCCTTG-3 were used, leading to a 1058 bp amplicon
(NC_000010.11, 43114189-43115246). The PCR product was then subjected to
digestion by Notl enzyme (New England Biolabs, R0189S) during 1h at 37°C and gel
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electrophoresis was performed. Clones that were positive by restriction enzyme

digestion were sequenced.

Sanger Sequencing and WES of predicted exonic CRISPR off targets mutation
Genomic DNA from iPS was extracted with DNeasy blood & Tissue kit (Ref 69504,
Qiagen) according to manufacturer instruction. Predicted exonic and non-coding
genomic off target sequences were as follows:

Off Off Target Sequence score gene ID gene Coding
Target chromo  stra  positio Mismat Name Yes/No
Type some nd n ches
nb
Exonic chr10 1 43609 1 26.8 RET Yes
934 GTGCGACGAGCTGT NM_0209
GCCGCACGG 75
chrl6 1 87723 3 JPH3 No
333 GAGCCCCGAGCTGT 14680715 NR_0733
ACCGCAAGG 198 79
chri4 -1 10101 4 BEGAI Yes
1335 GGAGGACAAGCTGT 1.3458333 NM_0208 N
ACCGCATGG 3333 36
chrl8 -1 44555 4 TCEB3 Yes
078 GCCCGATCAGCTGTA 0.9192041 NM_1456 C
CCGCACAG 66667 53
chr8 -1 14566 4 TONSL Yes
2012 GTGGGTGAAGCTGTA 0.5472410 NM_0134
CCGCAGGG 54833 32
chrll 1 64110 4 CCDC Yes
019 GCGGGCCGAGCTGT 0.4219555 NM_0322 88B
ACCGCGAGG 45775 51
chrll 1 12252 4 UBAS Yes
6798 GAGAGAGGAGCTGT 0.4163454 NM_0328 H3B
ACAGCAAAG 16667 73
chr8 -1 10545 4 DPYS Yes
6601 GGGCCACGAGCTGT 0.1869158  NM_0013
GCCGCCCAG 4507 85
chr7 -1 10575 4 SYPL1 Yes
2997 GTGCCAGGGGCTGA 0.0889618  NM_0067
ACCGCAGGG 300452 54
chr7 1 15070 4 NOS3 Yes
4303 GGGCGACGAGCTGT 0.0719626  NM_0006
GCGGCCAGG 003521 03
chr2 1 23916 4 KLHL2  Yes
196 GTGCAGCGAGCTCTA 0.0701651 NM_0529 9
CCACATGG 346567 20
chr9 -1 13909 4 LHX3 Yes
1574 GGGCGACGAGTTCT 0.0678613  NM_1781
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ACCTCATGG 693439 38
chr22 -1 46931 CELSR Yes
122 GTGTGCCGAGCTGG 0.0605954 NM_0142 1
ACCGCGAGG 893948 46
chrl0 -1 96058 PLCE1 Yes
385 GTGCCACAAGCTGTA 0.0515446  NM_0011
TCCCATGG 351931 65979
chrl9 1 79139 EVI5L Yes
25 GTGCGAGAAGCTGAT 0.0384039 NM_1452
CCGCAGGG 69664 45
chr7 1 15486 HTR5A No
2965 GTGCGACGTGCTTTG 0.0343543 NR_0389 -AS1
CTGCACGG 748967 45
chr20 -1 36322 CTNN Yes
412 GTGCGGCGAGCGGA 0.0170057 NM_0308 BL1
GCCGCAGAG 999458 77
Non chrl6 1 23970 None None No
coding 546 GTGCGCCGAGCTGT 0.0118034
ATATCAGAG 006646
chrb 1 56338 None None No
982 ATGGGACCAGCTGTA 0.6206165
CAGCAGGG 15837
chr10 -1 44532 None None No
439 GTGCAACAAACTGTA 0.5329996
CTGCAAGG 0443
chr9 -1 13890 None None No
3720 GGGCGTGGAGATGT 0.3281138
ACCGCACGG 68599
chrl 1 45100 None None No
717 ATGCTAGGAGCTGTA 0.2197717
CCTCAGGG 74194
chr9 -1 65602 None None No
776 GGGCGCCGCGCTGT 0.1514712
CCCGCAGAG 92382
chr2 1 24175 None None No
8152 GTGCGACCTGGTGT 0.1259768
CCCGCAGAG 47763
chrl2 -1 28622 None None No
49 GCGCGCCGTGCTGT 0.1167925
ACCTCAAGG 80882
chr10 -1 87406 None None No
450 GTGAGAAGAGTTGTA 0.1155817
CCTCAGAG 18886
chré -1 13686 None None No
5709 GTGAGACGACCTGTA 0.0932497
AAGCATGG 677039
chrl6 1 87294 None None No
963 GTGCCAGGAGCTGC 0.0588944
ACAGCACAG 307753
chrX -1 51812 None None No
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chrX 1
chrb 1
chrl2 1

551

51927
712

64333
436

11653
428

GTGGGTCGAGCTGC
ACTGCAGGG

GTGGGTCGAGCTGC
ACTGCAGGG

GTGTGACGATCTGTA
ACTCAAGG

GTGCGCCGGGCTCT
ACCTCAAGG

0.0530641
637607

0.0530641
637607

0.0483018
248908

0.0421473
378275

None

None

None

None No

None No

None No

Predicted exonic off target were PCR amplified with high-fidelity PCR polymerase

(Herculase 1l fusion DNA polymerase, Agilent) using the following cycling parameter:

2 minutes of denaturation at 95°C followed by 30 cycles with 10 seconds at 95°C, 20
seconds at 55 °C and 30°C at 72°C and a final 3 min elongation step at 72°C. The

following primers were used for the predicted exonic of targets:

Off Target ID

Primers used

NR_073379

NM_020836

NM_145653

NM_013432

NM_032251

CCCCATACAGGGCTGGAGTA

GGAAGTCATCCACGAGCAGG

GCCATAAGGGTCGTGGGAG

TGAATTCGGGCCTCCCTATC

AACTACGATCTGCTGTCCGCTTTT

CTGTGGCTTTTCTTCCTTGAAGTC

CTGCTCAACTGATGCCACACAG

TCTGGGAGTCTAGTGCTATTAGAGG

CGAAATAAGAAGGCTCCGCCA

GTTTGGAGGCCGAAATAAGAAGG

CCACCAAGATCTCTTCAGGTACTTT
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GCTCCCGCAGCGCCT

NM_032873 CTCACCAGGAAGCGTCAGAG
ATCCATGCTTGATGGTGCCG

NM_001385 GAAGTGTTGGCTCTGGGGA
AGAGGCTACAGACGTGGACT

NM_006754 CGGGCCCAACGAGCG

GCTGGCGAACCAAGTAGATGTT

GCGCAGGGGAAGACCG

GTTGATCTGGAAGCCGGACA

NM_000603 GAGTTATAAGATCCGCTTCAACAGC

GACCAAAGAACCAAACAGAATCAGG

NM_052920 GTTCAGAGAAGGATCTAGGGTGAC

TTCTTGATCCACTTGATGACTGTCT

NM_178138 AAATGAGCCTCGCGCTTCC

CCCTTAGTGAGCGCTTGGG

CCAGGACTTCGTGTACCACC

GGAGAGAATTTCCCCGGACG

NM_014246 ATGTCAACGACAACGAGCCT

CCACCCCGAAGCTGTAGTG

NM_001165979 AACGTCTGTGTCGCAGGTAT

TCTCACATATGGTGTGCCCC
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NM_145245 CATGCCCGTCAAGAACCAGTA

GTCTACCAGCGAGTATGCCT
NR_038945 GTGCGGAGCGTGTATTCCAT
CTCTCGGTCTTCGGAGTGC
NM_030877 CGCTTGTCGCTCGCACT

GAGCAAAGTAAAACGAGGGGC

PCR products were then purified with exo SAP mix (0.5 ul Exonuclease |, Eurobio
and 2ul Shrimp Alkaline Phosphatase, Ozyme) incubation (15 min at 37°C and then
15 min at 80°C) associated with BigDye Xterminator kit used according to
manufacturer instruction (Applied Biosystems). Purified product was then subjected
to sequencing reaction with BidDye Terminator kit (Applied biosystem): denaturation
5 min at 95°C followed by 25 cycles with 10 seconds at 95°C, 5 seconds at 50°C and
4 min at 60°C.

Whole exome sequencing was performed by Integragen (Evry, France) Briefly,
genomic DNA from iPS in culture was extracted with was captured using in-solution
enrichment methodology (SureSelect Human Clinical Research Exome, Agilent) with
biotinylated oligonucleotides probes library (Human Clinical Research Exome,
Agilent), followed by paired-end 75 bases massively parallel sequencing on lllumina
HISEQ 4000.

Whole exome sequencing bioinformatic analysis

lllumina Paired end fastq sequencing files of WES for each sample (RET“®**'-IPSC
and RETY®%*¢.|pSC) were aligned with Bowtie2 on HG19 version of human genome
and BAM files were recalibrated in GATK (base recalibration and realigned around

known indels).

Gene expression data: samples processing and bioinformatics
Total RNA was extracted from 2 biological replicates of iPSC grown on matrigel in E8
medium with TRIzol (ThermoFischer) according to manufacturer instruction. After
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validation of the RNA quality with Bioanalyzer 2100 (using Agilent RNA6000 nano
chip kit), 230 ng of total RNA is reverse transcribed following the Genechip Whole
transcript (WTplus) Sense Target labelling assay kit (Affymetrix). Briefly, the resulting
double strand cDNA is used for in vitro transcription with T7 RNA pol. After
purification, 15 ug of cRNA is used for reverse transcription with random primers. The
cDNA obtained is then purified and fragmented. After control of fragmentation using
Bioanalyzer 2100, cDNA is end labelled with biotin using Terminal Transferase (using
the WT terminal labelling kit of Affymetrix). cDNA is then hybridized to GeneChip®
human Gene2.0 (Affymetrix) at 45°C for 17 hours. After overnight hybridization, chips
are washed on the fluidic station FS450 following specific protocols (Affymetrix) and
scanned using the GCS3000 7G. The image is then analyzed with Expression
Console software (Affymetrix) to obtain raw data (cel files) and metrics for Quality
Controls. The observations of some of these metrics and the study of the distribution
of raw data show no outlier experiment. Raw data were annotated and normalized by
RMA method. Computer analyses have been performed on the normalized and
converted into log2 matrix.

The differential analyses and heat maps on normalized data were performed with the
MeV software (Multi experiment View, Version 4.9.0): the Significance Microarray
Analysis algorithm was used with the introduction of 100 matrices permutations and a
False Discovery Rate <5%; the ranking product analysis algorithm was used 100
matrices permutations; the heat maps were made with a classification algorithm
using Euclidean distances and full linkage. Functional enrichment performed on the
transcriptome gene lists were made with the Go-elite software version 1.2 XXX
(Zambon et al., 2012) with various databases such as Gene Ontology, Pathway
Commons, Biomarkers contained in Homo sapiens annotations Version EnsMark
65XXX. The venn diagramm was done with Venny 2.1.0 website
(http://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). The genes connected to literature were
collected by textmining Pubmed quering (Krallinger, Valencia, and Hirschman 2008),
especially with the keywords: C-cell, parafollicular cell, medullary thyroid cancer,
chromaffin cell, pheochromocytoma Fisher oneway ANOVA statistical tests were

performed with the R software, version 3.2.3.

In silico chip sequencing analysis
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EGR1 DNA binding data in H1 human embryonic stem (hES) cell line were uploaded
to the ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) Consortium website at the
following address: https://www.encodeproject.org/. Narrow peaks were analyzed in
bed format with the Binding Expression and Target Analysis (BETA) integrative tool
to predict the distal (-10000 bp -3000 bp) and proximal (-3000 bp, 50 bp) target
promoters of transcription starting Site (TSS) (Wang et al., 2013b). The peaks
analysis by Phastcon Conservation Profiles on the promoters of mammals as well as
the mapping of gene enrichment analysis on HG19 was carried out with Galaxy
cistrome integrative tools: http://cistrome.org/Cistrome/Cistrome_Project.html. The
GREAT algorithm was used for verifying the location of Chip-sequencing peaks
around the TSSs (McLean et al., 2010). The full Chip sequencing RSAT pipeline
(Thomas-Chollier et al., 2012) was used for de novo search of patterns in EGR1
dependent signature induced in the RET®®**Y IPSC by querying the JASPAR CORE
vertebrata 2016 database.

SUPPLEMENTAL RESULTS

TC634Y

Teratoma growth and pathology from the RE IPSC and its genome-edited

isogenic control cell line.

As RET is a proto-oncogene, we wonder whether the RET“®*"Y

IPSc would give rise
to teratoma with major dysplasia and/or malignant tumor as we previously observed
for partially reprogrammed IPSC (Griscelli et al., 2012). Therefore, we performed
teratoma assay for RET®**', RETY®%€ and RET" iPSCs, in triplicate. As MEN2A is
characterized by the development of neuroendocrine tumors, especially
pheochromocytoma and medullary thyroid carcinoma, we analysed our teratoma for
chromogranin A (neuroendocrine marker) and calcitonin (MTC marker) expression by
immunohistochemistry. Chromogranin A and calcitonin staining were also analysed
(supplemental information). Chromogranin A positive cells were found in all teratoma
and were distributed near digestive-like endodermic structures or in clusters but
without any pathological feature of invasiveness or dysplasia or hyperplasia (figure
FigureS). We observed only isolated positive cells for calcitonin in either RET®3",
RET"®*C and RET" iPSCs-derived teratoma (figure Figure S). Taken together, our
teratoma data indicate that the presence of an oncogenic RET mutation in iPSCs is

not sufficient to give rise to tumors or dysplasia in derived teratomas, especially no
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structure reminiscent of MTC or pheochromocytoma, the two neoplastic features of
MENZ2A, were observed.
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SUPPLEMENTAL TABLES LEGENDS

Table S1: Differentially expressed genes between RET“®**Y iPSC and RET"
iPSC

Table S2: Differentially expressed genes between RET“®**Y iPSC and RET"
iPSC crossed with downregulated genes in the RETY®34¢
the RET®** IPSC

Table S3: Integration of the EGR1 ChipSeq data in HLhESCline and the

overranking signature of the RET“®**ipPSC

IPSC as compared to

SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Figure S1: Whole exome sequencing of codon 634 of the RET gene in RET®%**Y
and RET"**C iPSC.

. . ) C634Y Y634C wt
Figure S2: Pathological analysis of RET , RET ,and RET iPSC.

A: three germ layers are observed in all three iPSC

, . c634Y Y634C wt
B: Chromogarnina A staining of teratoma from RET , RET ,and RET iPSC

showing positive cluster of cells near endoderm-like structure

L . C634 Y634C wt
C: Calcitonin staining of of teratoma from RET ~ , RET ,and RET iPSC

showing positively isolated cells

. . . C634Y Y634C
Figure S3: Gene expression analysis of RET and RET iPSC
c
A : Heatmap of significantly deregulated genes in RET o compared to RETWt iPSC
(Significance microarray analysis with False discovery rate (FDR) < 5%,

unsupervised classification by euclidean distance-complete linkage)

B : Histogram of functional enrichment of signaling pathway in RETC634Y iPSC

Pathways Commons database (NeglLog p-value : Negative logarithm of base 10 on

FDR corrected p-value)

. g . C634Y Y634C
C : Heatmap of significantly deregulated genes in RET compared to RET

iPSC (Significance microarray analysis with False discovery rate (FDR) < 5%,
unsupervised classification by euclidean distance-complete linkage)
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Figure S4 EGR1 expression in Human tissues, target sequences enrichment in

H1 hESCline ChipSeq, RSAT motifs and targets enrichment in the differential

c634y
RET signature

A: Analysis of the 9 transcription factors in human tissues according to Body Map
data set (GDS3113)
B: EGR1 targets enrichment in promoters and whole genome

C: RSAT motifs and predicted co-operating transcription factors

63
D: EGR1 target enrichment in the differential RET v signature and interactome.
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Figure S1: Whole exome sequencing of codon 634 of the RET gene in RET®***Y and RET"®34C
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Figure S2: Pathological analysis of RET ", RET 'C , and RET"" iPSC.
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Y634C |

Figure S3: Gene expression analysis of RETCGMY and RET iPSC
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Figure S4: A. EGRL1 expression in Human tissues, B. target sequences enrichment in H1 hESCline

ChipSeq, C. RSAT motifs and D. targets enrichment in the differential RET
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Figure S4: A. EGRL1 expression in Human tissues, B. target sequences enrichment in H1 hESCline

C634Y
ChipSeq, C. RSAT motifs and D. targets enrichment in the differential RET signature.
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Figure S4: A. EGRL1 expression in Human tissues, B. target sequences enrichment in H1 hESCline

ChipSeq, C. RSAT motifs and D. targets enrichment in the differential RETC634Y
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Figure S4: A. EGRL1 expression in Human tissues, B. target sequences enrichment in H1 hESCline

ChipSeq, C. RSAT motifs and D. targets enrichment in the differential RETC634Y signature.
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Matériels et méthodes supplémentaires

Mise au point de lutilisation du systeme CRISPR/Cas9 et génération des lignées
exprimant la luciférase

Le plasmide d’expression de Cas9 et de 'ARN guide chimérique, pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Cong et al., 2013), a été commandé auprés d’Addgene
(Plasmid #42230). Deux oligonucléotides simple brins (5AAVS1_gRNAT2 5’-
CACCGGGGCCACTAGGGACAGGAT-3’ et 5-3AAVS1 _gRNAT2
AAACATCCTGTCCCTAGTGGCCCC-3’) ont été hybridés pour former 'ARN guide
qui a été cloné dans le plasmide pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 aprés
digestion de ce dernier par 'enzyme BBs1 (pJHO070, séquence en annexe) (Ran et
al., 2013b). Le plasmide de recombinaison avec AAVS1, AAV-CAGGS-EGFP a été
commandé auprés d’Addgene (#22212). Ce plasmide a été digéré par les enzymes
de restriction SgrA1 et Mlu1 (NEB) afin d’y cloner les séquences des ADNc de la
luciférase suivie de la GFP (Green Fluorescent Protein) et séparées par un site
IRES, provenant du plasmide pMEGIX luc du laboratoire UMR1009 et amplifié par
PCR (pJH100, séquence en annexe). Les cellules 293T et/ou les CSPi ont été co-
transfectées avec les plasmides pX330_AAVSL1 et soit le donneur de recombinaison
portant la GFP soit le donneur de recombinaison portant luciférase IRES_GFP avec
du Fugene HD (Promega). Les cellules ont ensuite été sélectionnées avec de la
puromycine a 0.2 pg/ml puis sous clonées et la culture cellulaire a été poursuivie, sur
FME pour les CSPi. Le test a la luciférine a été réalisée avec le luciferase assay

system® selon les recommandations du constructeur (Promega).

Formation de tératomes, de tératomes secondaires et analyse histologique

La pluripotence des CSPi a été validée par le test de formation de tératomes par
linjection intramusculaire dans des souris NSG de 2.10° cellules dans 150ul d’un
mélange Geltrex®/DMEMEF12 1:1 et I'analyse histologique a été réalisée aprés 8 a
10 semaines de croissance tératomateuse. Ces analyses ont été réalisées en triplicat
avec réalisation d’immunohistochimie anti calcitonine et chromogranine a la
recherche de foyers tissulaires tumoraux et/ou de type neuroendocrine voir
médullaire de la thyroide (calcitonine).

Des «tératomes secondaires» ont été générés. Aprés 8 semaines de

développement du tératome primaire, les souris ont été sacrifiées et le tératome
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partagé en 2 parties : une pour analyse histologique et une autre partie qui est
découpée en petits échantillons au scalpel qui sont ensuite soumis a 3 cycles
d’incubation pendant 30 minutes avec de la collagénase IV & 0.3% et dissociation au
moyen d’'un gentleMACS® dissociator dans des tubes M (Miltenyi). Le broyat
cellulaire est ensuite resuspendu a la micropipette de 1000 pl et filtrer a 70u. On
réinjecte alors, dans un mélange mélange Geltrex®/DMEMEF12 1:1, 1.10° de

cellules de tératome primaire en intramusculaire chez la souris NSG.

Traitement des cellules CSPi avec le vandetanib

Les CSPi ont été mises en culture dans des plaques 6 puits, en colonies, sur
Geltrex® dans du milieu E8® (Life technologies) pour obtenir une confluence de 50%
environ le lendemain du passage. Les cellules sont ensuites traitées par des
concentrations croissantes de vandetanib (0 a 2000 nM) (SelleckChem), dans du
milieu E8 qui est changé tous les jours. Aprés 72h de culture, les colonies sont
rincées avec du PBS puis fixées avec du paraformaldéhyde 3.7% pendant 10 min
puis colorées avec une solution de crystal violet aqueuse a 0.5% (SIGMA) pendant
10 minutes avant d’étres rincées avec de I'eau a plusieurs reprises. Les plaques 6
®

puits sont ensuite scannées automatiquement et analysées avec CellCellector
(ALS).

Résultats supplémentaires
Mise au point et génération de CSPi exprimant la luciférase.

Dans un premier temps, nous avons mis au point la technique dans le
laboratoire en utilisant le plasmide de recombinaison dans AAVS1 porteur de la GFP
et de la résistance a la puromycine que nous avons co-transfecté dans une lignée
293T avec le plasmide exprimant Cas9 dans lequel nous avons cloné le SgRNA
ciblant AAVS1. Le plasmide de recombinaison comporte des séquences d’homologie
de 850 bp avec le locus AAVS1 (Figure 20A) et il est possible de mettre en évidence
par PCR son intégration dans le génome, celle-ci est effective a la fois dans la lignée
293T mais aussi dans les CSPi avec une efficacité de recombinaison de
respectivement 33 et 21% (Figure 20A) et on observe des colonies de cellules

exprimant la GFP aprés sélection par la puromycine (Figure 20B).
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Figure 20: Mise au point et utilisation du systeme CRISPR dans les lignées 293T et CSPi

Nous avons ensuite génére, a partir du plasmide de recombinaison porteur de
la GFP, un plasmide de recombinaison exprimant la luciférase suivie d’'un site IRES
(Internal Ribosome Entry Site) et de la GFP. Ceci nous a permis de générer une
lignée 293T exprimant a la fois la GFP et la luciférase ainsi qu’une version exprimant
la luciférase de nos deux lignées de CSPi porteuses des mutations de RET les plus
agressives (RET“®* et RETY®T) d'une lignée de CSPi RET™ et de la lignée
controle isogénique RET'®**C dont il sera question dans la suite de ce chapitre
(Figure 20 C). La GFP n’était pas exprimée dans les CSPi alors qu’elle I'était dans
les 293T transfectées avec ce méme plasmide. L'intérét de ces lignées comportant la
luciférase était de pouvoir suivre I'évolution des tératomes induits in vivo (Figure 20
D) qui comportaient la présence des 3 feuillets en anatomopathologie. En effet, les
CSPi étant porteuses de mutation d’'un oncogéne, nous avons fait 'hypothése que
les tératomes pourraient avoir des propriétés invasives voir métastatiqgues. Nous
avons suivi I'évolution des tératomes issus des quatre lignées exprimant la luciférase
décrites plus haut et n’avons observé aucune différence en termes de croissance

tumorale, d’invasivité et aucun développement métastatique. Ceci suggére qu’au
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stade CSPi et de tératome, la présence d’'une mutation de RET n’est pas suffisante
pour induire un développement tumoral ce qui confirme nos données d’analyse

histologique présentées dans le chapitre précédent.

Comparaison phénotypique et fonctionnelle des CSPi RET“®**" et RETY%4¢

Les deux lignées de CSPi RET*®*' et RET'®*€ ont été cultivées a la fois sur
fibroblastes murins embryonnaires mitotiguement inactivés (FME) mais également
sur Geltrex. Nous n’avons pas observé de différence de temps de doublement : les
passages de ces deux lignées s’effectuaient une fois par semaine sur FME et tous
les 4 jours environ sur Geltrex avec des ensemencements équivalents lors de
chaque passage. Il n'y avait donc pas d’avantage prolifératif franc d’'une de ces
lignées par rapport a lautre, la culture sous forme de colonie rend difficile la
détermination du temps de doublement. Nous avons étudié le cycle cellulaire de ces
deux lignées et en particulier le pourcentage de cellules en mitoses était similaire
entre les 2 lignées et a celui des CSPi RET sauvage, C620R et M918T (0.8 a 1%)
(Figure 21 A).
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Figure 21: comparaison des CSPi RET®* et RETY%*¢
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La croissance des tératomes issus des 2 lignées de CSPi a été étudiée in vivo grace
a l'utilisation de leurs avatars exprimant la luciférase et n’a pas montré de différence
significative en termes de signal luciférase, de volume ou de poids tumoral des
tératomes (Figure 21 B). Enfin, nous avons étudié I'effet du vandetanib, un inhibiteur
non spécifigue de Ret sur la croissance des 2 lignées isogéniques et avons mis en
évidence un effet inhibiteur du vandetanib sur la croissance des colonies de CSPi
plus marquée en présence de la mutation C634Y, aux doses de 250 et 500 nM, qui
correspondent aux IC50 déterminées sur les lignées MZCRC et TT, avec une
diminution plus marquée du diameétre des colonies a ces doses pour la lignée
RETC%**Y (p=0.0034 et 0.0009 respectivement) (Figure 21 C).

Analyse histologique des tératomes issus des CSPi RET sauvage, C634Y, Y634C et
M918T de RET

Nous nous sommes concentrés sur les lignées porteuses des mutations les
plus agressives en clinique et avons analysé histologiquement les tératomes issus de
ces lignées. Nous avons également généré des « tératomes secondaires » a partir
de cellules de tératomes primaires de 8 semaines réinjectées en intra musculaire
chez la souris immunodéprimée afin dallonger le temps de
différenciation/développement des cellules issues de nos différentes CSPi. Les

résultats de ces expériences sont résumés dans le Tableau 6.

Liane Présence des 3 Marguage Type de Marquage
ignée n
J feuillets calcitonine marquage Chromogranine
wt _ Cellules isolées
RET 3 Oui 3/3 3/3
et foyer
Cellules isolées
RET®* 4 Oui 3/4 414
et foyers
RET"®¢ 3 Oui 3/3 Cellules isolées 3/3
Cellules isolées
RETVT 3 Oui 3/3 3/3

et foyer

Tableau 6: Résumé de I'analyse histologique des tératomes générés a partir des CSPi

L’analyse histologique des tératomes a révélé qu’ils présentaient tous des tissus
originaires des 3 feuillets embryonnaires sans biais en faveur de I'un ou l'autre des

feuillets. Il n’a pas été observé de foyer tumoral dans aucun des tératomes analysés.
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En revanche, nous avons observé une surreprésentation de certains tissus dans nos
« tératomes secondaires », qui, eux, ne comportaient pas des tissus issus des 3
feuillets. Ainsi, les tératomes secondaires provenant de la CSPi RET®®"V2%
comportaient préférentiellement des cellules de type glandulaire donc d’origine

endodermique, ceux issus de la CSPi RET%**Y

était assez pauvres en tissus et de
nature principalement kystique avec des tissus de type malpighien, ceux issus de la
CSPi RETM'8T gtaient principalement mésenchymateux avec une abondance de
tissus de type cartilage ou adipeux et enfin les tératomes secondaires RETY®3¢
comportaient des tissus provenant des 3 feuillets embryonnaires. La quasi-totalité
des «tératomes secondaires» comportaient des tissus mésenchymateux,
d’abondance variable, suggérant que des cellules mésenchymateuses puissent étre
préférentiellement sélectionnées lors de la préparation et la réimplantation des
cellules de tératomes primaires. Nous avons observé un foyer de tissu tumoral, de
type adénocarcinome peu différencié sur un « tératome secondaire » issu de la CSPi

RETM98T ce foyer adénocarcinomateux n’exprimait pas la calcitonine (Figure 22).

Ay

Figure 22: foyer adénocarcinomateux observé dans un tératome secondaire issu de la CSPi
RETMQIBT

Nous avons recherché, sur nos tératomes, I'expression de la chromogranine A
(CgA), qui est un marqueur de tissu neuroendocrinien et de la calcitonine qui est un
marqueur de cancer médullaire de la thyroide. La CgA a été détectée sur I'ensemble
des tératomes analysés ; les cellules CgA positives étaient préférentiellement situées
au contact des structures glandulaires de type tube digestif (Figure 23); nous
n’avons pas observé de foyer tumoral de cellules chromogranine A positives.
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Figure 23: Immunohistochimie chromogranine A des tératomes issus des différentes CSPi
(x100)

Une expression de la calcitonine a pu étre mise en évidence sur la plupart des
tératomes examinés ce qui signifie que des cellules C ou leurs cellules progénitrices

sont présentes au sein de ces tératomes (Figure 24).
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Figure 24: Immunohistochimie calcitonine sur les tératomes issus des différentes CSPi (x100)
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Les cellules exprimant la calcitonine étaient rares au sein de tous les
tératomes examinés. Nous avons observé des cellules exprimant la calcitonine sous
2 aspects : isolées au sein de tissus d’apparence principalement neuroectodermique
et groupées en foyer de 3 a 5 cellules environ et situées au contact de structures
d’origine endodermique, d’aspect glandulaire voire parfois d’architecture vésiculaire.
Nous n’avons pas observé de foyer tumoral ou dysplasique contenant des cellules
exprimant la calcitonine. L'ensemble de nos données immunohistochimiques
suggerent que des cellules de type neuroendocrines exprimant la chromogranine A
sont présentes au sein des tératomes induits a partir des CSPi tout comme de rares
cellules exprimant la calcitonine mais la présence d’'une mutation germinale de RET
ne semble pas avoir d’influence directe sur le développement de ces cellules au sein

des tératomes.

Conclusion

TC634Y

Nous avons généré une lignée contréle isogénique de la lignée RE qui a été

« corrigé » par recombinaison homologue médiée par le syteme CRISPR/Cas9. La

lignée mutée RET®*

présente une activation du réseau transcriptionnel de EGR1,
par rapport a la lignée contrdle isogénique, qui pourrait étre I'effecteur moléculaire
potentiel, au stade embryonnaire, du développement du phénotype des NEM2. Cette

activation est retrouvée également dans les CSPi NEM2B. La lignée RET“%**Y

ne
montre pas de différence de prolifération par rapport a la lignée isogénique
« corrigée ». En revanche, il semble exister une sensibilité plus marquée au
vandetanib de la lignée RET®**Y par rapport a son contrdle isogénique. Nous
n’avons pas pu mettre en évidence de phénotype spécifique lié a la présence de Ret
mutée au niveau des tératomes générés a partir de nos différentes CSPi tant au
niveau de la différenciation que de la présence de cellules exprimant la calcitonine
ou la chromogranine A. Il ne semble pas exister de phénotype franc au stade CSPi
en lien avec la présence d'une mutation de RET, ceci pourrait étre lié a la
redondance des voies de signalisation dans les CSP. En revanche, des différences
transcriptionnelles existent qui pourraient avoir un effet « fondateur » sur le

développement ultérieur du phénotype NEM2.
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3) Différenciation des CSPi mutées RET en cellules souches de la créte
neurale : étude des capacités de différenciation et analyse comparative de
I’expression des génes.

Notre hypothése de travail initiale basée sur les travaux d’embryologie
fondamentale était I'origine neuroectodermique des tumeurs liées aux néoplasies
endocriniennes multiples de type 2. Les travaux trés récents chez la souris ont
infirmé cette hypothese pour les cellules C et probablement pour le CMT (Johansson
et al., 2015). Néanmoins, le phéochromocytome étant originaire de la créte neurale,
les données obtenues avec la différenciation de nos CSPi en cellules souches de la
créte neurale permettent d’appréhender les voies de signalisation/fonctions
cellulaires dérégulées dans les CSCN et qui pourraient contribuer au développement
des anomalies de la créte neurale spécifigue des néoplasies endocriniennes
multiples de type 2.

Nous avons ainsi mis en place les techniques de différenciation des CSPi en
CSCN. Une analyse phénotypique et génotypique des CSCN avec et sans mutation
RET (RET corrigé) a été réalisée. Les données obtenues par I'analyse comparative
de I'expression des génes des cellules souches de la créte neurale porteuses des
différentes mutations de RET sont rassemblées dans le manuscrit reproduit ci-

dessous qui est en cours de préparation.
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Article 3 (en préparation):

Human neural crest stem cells downregulate integrins network in the presence
of RET mutations, a putative molecular mechanisms of the development of

neural crest associated MEN2 features.
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SUMMARY

Context

MEN2 is a cancer-predisposing syndrome that affects patients with germline RET
mutations. We generated MEN2 iPSCs and one isogenic control and differentiated
them into neural crest stem cell in order to explore the molecular mechanisms of the
development of neural crest-derived tumours in this syndrome.

Methods

We performed in vitro differentiation of the different iPSC cell lines into neural crest
stem cells (NCSC) and performed comparative gene expression analysis of the
different cell lines.

Results

RET-mutated NCSC can be differentiated form IPSC and express neural crest
markers such as SOX10 and PAX3 but exhibit a decreased Ret expression as
compared to iIPSC. Comparative gene expression analysis between RET-mutated
and non-mutated NCSC reveals an up regulation in pathways involved in cell motility
which could explain some of the neural crest features of MEN2. This increase in cell
motility is confirmed at the cellular level with wound healing assay. We also observed
a down regulation of the HIF2A pathway and the up regulation of genes through a
putative decrease of H3K27 methylation, molecular alterations that have been
described in RET-mutated pheochromocytoma.

Conclusion

Using iPSC-derived patient specific NCSC, we have shown that the presence of a
RET mutation represses the cell-cell adhesion program and enhances cell migration
and invasion. This could be one of the molecular mechanism, beyond RET mutation,
which could explain the development of neural crest features of MEN2 syndromes

such as pheochromocytoma.
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INTRODUCTION

Multiple Endocrine Neoplasia type 2 (MEN2) are autosomal dominant hereditary
diseases, due to mutations of the RET (REarranged during Transfection) proto-
oncogene (Takahashi et al., 1985). MEN2A syndrome includes medullary thyroid
cancer (MTC), pheochromocytoma, hyperparathyroidism, cutaneous lichen
amyloidosis, and Hirschprung disease in some patients whereas MEN2B associates
MTC, pheochromocytoma, and typical physical features with marfanoid body habitus,
ophthalmologic abnormalities, skeletal malformations and a generalized
ganglioneuromatosis throughout the aerodigestive tract (Wells et al., 2013). These
syndromes involve the development of tumours and features of neural crest origin
even if MTC has recently been reported to be of endodermic origin according to
lineage tracing experiment (Johansson et al., 2015) as already suggested in previous
studies (Kameda et al., 2007b). Mouse models do not recapitulate the full clinical
spectrum of MEN2 (Acton et al., 2000; Kawai et al., 2000; Michiels et al., 1997;
Smith-Hicks et al., 2000). The most frequent mutations causing MEN2A affect the
cysteine-rich extracellular domain, each converting a cysteine to another amino acid,
in codon 634 (exon 11), accounting for over 80 % of all mutations associated with the
classic MEN 2A while the most frequent mutation, accounting for over 95 % of all
mutations associated with the classic MEN2B, affects codon 918 (Wells et al., 2013).
Mutations at codon 634 and codon 918 are classified as high and highest risk
respectively according to the American Thyroid Association (ATA) guidelines (Wells
et al.,, 2015c). The molecular mechanisms by which RET alleles contribute to the
development of MEN2 phenotype in humans remain to be elucidated. The
pheochromocytoma PC12 cell line have been used to study this molecular
mechanisms, revealing the induction of an aberrant pattern of differentiation,
accompanied by unresponsiveness to growth inhibitory physiological signals
(Califano et al., 1996). Currently, there is no satisfactory experiment model using
primary human cells in MENZ2-associated cancers. From this regard, iIPSC
technology using patient cells could be of major interest for modelling MEN2-disease
features.

In this work, we have used neural crest stem cell (NCSC) differentiated from induced
pluripotent stem cell (iPSC) carrying the most frequent MEN2A-RET®**Y and
MEN2B-RETY*®T mutations (Hadoux et al., 2016b) as a tool to identify the

transcriptomic program responsible for the development of neural crest-derived
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MEN2 features. Here we describe the comparative gene expression of the MEN2 —

related neural crest stem cells.

METHODS

Human iPS cells culture & Neural crest stem cell differentiation

iPSC culture was performed on Geltrex® in Essential 8 medium and 1%
penicillin/streptomycin (E8) with passaging every 3-4 days using in DPBS
supplemented with 0.5 mM EDTA (all from Life technologies). The day before
eliciting neural crest differentiation (day -1), iPSC colonies grown on Geltrex were
dissociated with EDTA diluted in PBS into a single cell suspension and were plated
on Geltrex in E8 supplemented with 10uM of ROCK inhibitor Y-27632 so as to get a
70% confluence of single cells. On day 0 & dayl, culture medium was changed for
Essential 6 medium and 1% penicillin/streptomycin (E6) (Life technologies)
supplemented with 10 uM SB-431542, 10 ng/ml BMP4 and 600 nM CHIR-99021 (all
from Bio-Techne). From day 2 to the end of differentiation process (day 12), culture
medium was switched to E6 supplemented with 10uM SB-431542 and 1.5 uM CHIR-
99021 and was changed every day. At the end of the differentiation, neural crest
stem cells (NCSC) were dissociated as a single cell suspension with accutase® (Life
technologies) and assessed for neural crest stem cell markers: 1x10° cells were
incubated in 10 pl PBS containing 1 pl Phycoerythrin-conjugated mouse monoclonal
antibody anti-p75 NTR (CD271) (Miltenyi) or 1 pl of PE conjugated Mouse anti-
human CD49d (BioLegend #304313) or conjugated isotype control. For Ret
expression analysis, 1x10° cells were incubated in 10 pl PBS containing 1 pl APC-
conjugated mouse monoclonal antibody anti-Ret (R&D) or conjugated isotype
control. Cells were analysed with a MACSQuant flow cytometer and FlowJo V10
software. CD49d positive cells were sorted with MACS® Cell separation system with
LS column. For cell separation, 10x10° cells were resuspended in 100 pl and stained
with 10 ul of PE conjugated Mouse anti-human CD49d (BioLegend #304313) in
DPBS supplemented with 0.5%BSA and 2m MEDTA, after that, cells were washed,
incubated with anti-PE microbeads and isolated with a LS column according to
manufacturer instruction (Miltenyi). CD49d positive NCSC were then plated on
polyornithine/laminin/fibronectin coated plates (Lee et al., 2010) at 50,000 cells/cm?
and cultured in Neurobasal® medium supplemented with 1% penicillin/streptomycin,

N2® supplement, and B27® supplement without vitamin A (life technologies), bFGF
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10 ng/ml (Miltenyi) and CHIR 3uM (Tocris) (NC medium) and expanded for no more
than 3 passages because they tend to differentiate during culture. NCSC
differentiation into peripheral neurons and MSC were conducted as previously
described (Lee et al.,, 2010) . Ret expression on NCSC were performed as
previously described (Hadoux et al., 2016b). Wound healing assay was performed as

previously described (Liang et al., 2007).

Sox10 immunofluorescence staining

NCSC were seeded on polyornithine/laminin/fibronectin coated cover slip after one
passage and cultured during two days as previously described. When cells were 70%
confluent, coverslips were washed with DPBS (Life technologies), fixed with 4%
paraformaldehyde during 10 minutes at room temperature, washed 3 times and then
permeabilized with 0.25% triton X100 (Sigma) diluted in DPBS during 10 minutes at
room temperature. Cells were stained during 90 minutes with primary anti Sox10
antibody (Santa Cruz #sc-17342) diluted (1:200) in DPS with 0.1% tween (Sigma)
and 10% Foetal Bovine Serum or isotype control. Cells were washed three times and
stained with Alexa Fluor® 633 secondary rabbit anti-goat antibody (1:200) diluted as
the primary antibody during 1h in a humidified chamber. Stained cells were washed
three times in DBPS, stained with DAPI (1:1000), mounted in fluorescence mounting

medium (DAKO) and analysed on a Nikon 90i fluorescent microscope.

Quantitative PCR analysis

RNA samples were extracted with TRIzol (ThermoFisher) were treated with RNAse-
free DNAse (Invitrogen) and reverse transcribed into cDNA with oligo-dT primer
using Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen). One part of the quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction (QRT-PCR) was performed using
SYBR-Green | Master Mix (Roche diagnostics) on an Mx3005P instrument
(Stratagene). First, we assessed the Ct values at a threshold of 0.1 for 4
housekeeping genes on one sample of iPSC cDNA for each cell line (n=4) in
triplicate together with one sample of NCSC cDNA for each cell line (n=4) in triplicate
which helped us to determine the comprehensive housekeeping gene stability
throughout the neural crest stem cell differentiation as previously described (Jacob et
al., 2013; Xie et al., 2012). The housekeeping genes primers used for this study
were: HSPCB forward 5-TCTGGGTATCGGAAAGCAAGCC-3’, reverse 5'-
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GTGCACTTCCTCAGGCATCTTG-3’; 18S forward 5’-
AGAAACGGCTACCACATCCA-3', reverse 5-CACCAGACTTGCCCTCCA-3’; Beta 2
microglobulin  forward 5-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3’, reverse 5'-
TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3’ and GAPDH forward 5'-
AGCTCATTTCCTGGTATGACAAC-3' ,REVERSE 5-GTGGTCCAGGGGTCTTACTC-
3. The RefFinder (http://fulxie.Ofees.us/?type=reference). Algorithm revealed that

18S was the most stable housekeeping gene throughout the neural crest
differentiation protocol and was chosen as a normalizer. Sox10, Pax3 and Ret
relative expression between iPSC and NCSC were assessed using the following
primers: Sox10 forward &5- CTTGGGACACGGTTTTCCACT-3, reverse 5'-
AACGCCCACCTCCTCGG-3’; Pax3 forward 5- GCCGTCAGTGAGTTCCATCA-3,
reverse 5’- TTACCTCGCTCGCTCAGGAT-3’ as described in (Nissan et al., 2011)
and Ret forward 5-  GATTCTAGCACCGCTGTCCC-3, reverse 5
AAGGTTCAGAGCAGACTTTGGT-3'.

Gene expression data: samples processing and bioinformatics

Total RNA was extracted from 3 biological replicates of iPSC grown on matrigel® in
E8 medium and on 3 biological replicates of CD49d+ NCSC at day 12 of
differentiation with TRIzol (ThermoFisher) according to manufacturer instruction.
After validation of the RNA quality with Bioanalyzer 2100 (using Agilent RNA6000
nano chip kit), 230 ng of total RNA is reverse transcribed following the Genechip
Whole transcript (WTplus) Sense Target labelling assay kit (Affymetrix). Briefly, the
resulting double strand cDNA is used for in vitro transcription with T7 RNA pol. After
purification, 15 pg of RNA is used for reverse transcription with random primers. The
cDNA obtained is then purified and fragmented. After control of fragmentation using
Bioanalyzer 2100, cDNA is end labelled with biotin using Terminal Transferase (using
the WT terminal labelling kit of Affymetrix). cDNA is then hybridized to GeneChip®
human Gene2.0 (Affymetrix) at 45°C for 17 hours. After overnight hybridization, chips
are washed on the fluidic station FS450 following specific protocols (Affymetrix) and
scanned using the GCS3000 7G. The image is then analysed with Expression
Console software (Affymetrix) to obtain raw data (cel files) and metrics for Quality
Controls. The observations of some of these metrics and the study of the distribution
of raw data show no outlier experiment. Raw data were annotated and normalized by

RMA method with Affymetrix Expression console build 1.4.1.46 software.
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Differential analyses were performed with the significance microarray analysis
algorithm with a False Discovery Rate < 5% (Tusher et al., 2001). Transcriptome
analyses were performed with R software v3.0.2 with the FactoMineR package for
unsupervised analysis like principal component analysis and with gplots package for
the heatmaps design. Functional enrichments were done with the Go-Elite
Standalone (versionl.2.5) on homo sapiens database Ensembl-Biomart version 77
(Zambon et al.,, 2012). Functional enrichment network were performed with the
Cystoscape software (version 3.2.1) based on functional enrichments data (Cline et
al., 2007). The stem cell dependant functional enrichment was performed with the
ESCAPE (Embryonic Stem Cells Atlas of Pluripotency Evidence,
(http://www.maayanlab.net/ESCAPE/) database (Xu et al., 2013).

RESULTS

RET-mutated iPSC can be differentiated into neural crest stem cells

We sought to model the first steps of the neural crest differentiation of our RET-
mutated (RET®®**Y, RETV'®T), RET ’corrected” (RET'®*“) and RET" iPSC
(Ozmadenci et al., 2015) in order to identify early molecular mechanisms involved in
the development of MEN2 neural crest related features. The “RET corrected “iPSC
cell line was generated through CRISPR-mediated genome editing in order to revert
the oncogenic mutation. We used a feeder-free system for the differentiation of our
IPSC into neural crest stem cell with double SMAD inhibition and a Wnt pathway
agonist which allow us to obtain, by day 12 of differentiation, cells with NCSC
morphology (figure 1A) that expressed Sox10 (figure 1B) after being sorted according
to their expression of CD49d (Fattahi et al., 2016). SOX10 and PAX 3 were up
regulated during the differentiation process in all RET-mutated cell lines which is in
accordance with the neural crest identity of the cells we obtained (Figure 1C). This
NCSC could be further differentiated into mesenchymal stem cells and peripheral
neurons (Supplementary figure S1). Interestingly, we observed a decreased
expression of RET in NCSC for all our cell lines of 10 to 50 fold of magnitude (figure
1C). Ret expression was low but detectable in NCSC by flow cytometry as previously
described for IPSC cell lines (Hadoux et al., 2016b). Several differentiation
experiments were performed for each cell lines (range 6-10) and yield between 57.4
to 90.7% of p75 NTR positive cells before sorting with CD49d; there was no
statistical difference in the yield of p75 NTR positive NCSC between the RET®3*Y
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cell lines and its isogenic control while there was a statistical increase in the yield of
p75 NTR positive NCSC during the differentiation of the RETY**®¥"_mutated iPSC as
compared to our RET" control iPSC (p=0.001) (figure 1D). We conclude that all our
RET-mutated iPSC can be efficiently differentiated into NCSC and that the presence

of a RET mutation has no clear influence on this capacity.

Gene expression signature of up regulated genes in RET-mutated NCSC
involves cellular adhesion and locomotion functions.

Comparative gene expression analysis was performed on our RET®®**Y, RETM98T,
RET"®*4¢ and RET" NCSCs. Unsupervised Principal Component Analysis performed
on all the transcriptome data showed a good reproducibility of the differentiation
protocol at the trancriptomic levels for all the cell lines and a good discrimination
along the first factorial axis (p=2.49e-05). The two groups of RET-mutated NCSC are
clustered closely together and are distinct from the RET*' NCSC on X axis while the
RET-CRISPR “corrected” NCSC are anti-correlated from the RET-mutated NCSC
along this same axis which confirm the “correction” effect of reversing the RET codon
C634Y mutation (supplementary figure S2). Analysis of differentially expressed
genes in RET®* and RETV9*8T NCSC as compared to RET" NCSC revealed a list
of 65 up regulated common genes in both RET-mutated cell lines (figure 2A and
supplementary table 1) which allow the unsupervised reclassification of the RET®**",
RETM8T and RET™ NCSC expression data (figure 2B). Functional analysis of these
up regulated genes suggests the up regulation of cell adhesion and locomotion as
well as neural development genes in the RET-mutated NCSCs (figure 2C). Among
the most highly up regulated genes, NRN1 promotes neurite outgrowth and is
overexpressed mainly in RET®®**Y NCSC (15.15 fold change) and MSTN is a
member of the TGFR superfamily, known to repress muscle cell proliferation and is
overexpressed in both RET“®***Yand RETM®*¥T NCSC (fold change of 13.67 and
14.56, respectively). Moreover, by integrating the 65 up-regulated genes signature of
the RET-mutated NCSC with the ESCAPE database, we observed that this signature

correlates with enrichment in H3K27 methylated histones (figure 3A & B).
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Gene expression signature of down regulated genes in RET-mutated NCSC
involves integrins network.

Analysis of differentially expressed genes in RET“®**' and RET'®T NCSC as
compared to RET" NCSC revealed a list of 633 down regulated common genes in
both RET-mutated cell lines (figure 4A and supplementary table 2) ) which allow the
unsupervised reclassification of the RET®®**Y, RETM9*¥T and RET" NCSC expression
data (figure 4B). Functional analysis revealed the down regulation of integrin
network pathway and in particular a6i34 integrin and of the HIF2 alpha pathway which
Is particularly repressed in the RET-mutated NCSC (fold change: - 28.43) and
particularly in the RETM*'8T NCSC as well as one of its target, ABCG2 (fold change: -
8.73). Semaphorin receptor family receptors and pathway were also repressed in
RET-mutated NCSC such as SEMAGA, SEMA7A and MET which ligand, HGF, was
found to be up regulated in RET-mutated NCSC (figure 4C & D). Taken together, the
list of deregulated genes in RET-mutated NCSC suggest that NCSC motility could be
affected in the presence of a RET mutation at the neural crest stage. NCSC derived
from RET-mutated iPSC had an increased motility in wound healing assay as

TY®34C_corrected iPSC-derived

compared RET" counterpart. More importantly, RE
NCSC behaved like the normal RET"-NCSC in these experiments whereas there
was no difference between the two RET-mutated cell lines (figure 4E). These results
strongly suggested the existence of a functional relationship between the RET-

Integrin signature and NCSC behaviour in our experimental system.

DISCUSSION

iPSC technology represents a major tool of disease modelling which has led to
discovery of “disease in a dish” models in several fields of medicine (Zelther and
Studer, 2015). In the setting of hereditary cancers there are only two published
reports describing the use of iIPSC in patients with BRCAl-mutated breast cancer
(Soyombo et al., 2013) and Li-Fraumeni syndrome (Lee et al., 2015). The first has
addressed the genomic stability of the BRCA-mutated iPSC and its overexpression of
PKC-theta while the other has modelled TP53-mutated osteosarcoma development
and linked it to the repression of H19 during osteoblastic differentiation of the TP53-
mutated iPSC. These two studies have shown that iPSC can be used to model

cancer development for cancer originating from tissue for which in vitro differentiation
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protocols are available: that is the case for osteoblastic differentiation while it was not
the case for mammary differentiation.

Here, we have used iPSC technology for modelling the first step of the
development of the neural crest-associated features of multiple endocrine neoplasia
type 2 (MEN2). These are autosomic syndromes linked to a mutated oncogene, Ret,
which is pretty unique in the setting of hereditary cancers since most of them are
linked to loss of function mutations. Neural crest-derived tumours such as
pheochromocytoma are observed among both MEN2 A and B while
ganglioneuromatosis of the aerodigestive tract are observed in MEN2B. We have
differentiated MEN2-iPSC together with a wild type control and a RET-“corrected”
iIPSC into neural crest stem cells (NCSC), the cell of origin of MEN2 associated
pheochromocytoma for example. By gene expression analysis, we have found that
genes up and down regulated in the MEN2-NCSC led to enhanced cell locomotion
capability which was confirmed in vitro by a functional wound healing assay. This
enhanced cell locomotion capacity may be one of the molecular mechanisms of the
development of neural crest-associated features in MEN2. This is exemplified by the
down regulation of semaphoring 6A in RET-mutated NCSC (fold change; -10.24 in
RETM®T and -4.8 in RET®**) which has been shown to be involved in channelling
sympathetic axons into the sympathetic chain and controlling the temporal sequence
of sympathetic target innervation (Xu et al., 2000); therefore, down regulation of this
molecule network could explain the development of neurogangliomatosis in MEN2B.
We have found that HIF2A and its targets were repressed in RET-mutated NCSC
which is in accordance with the model proposed for RET-related pheochomocytoma
development in which HIF2A has a role for pheochromocytoma development in the
setting of pseudo hypoxic tumours (cluster 1) and not tyrosine kinase receptor related
tumours (cluster 2) (Qin et al., 2014). Moreover, the up regulated genes in RET
mutated NCSC could be due to polycomb complex repression by Ret leading to a
decrease in H3K27 methylation which is in accordance with OMICS data from RET-
mutated pheochromocytoma (Castro-Vega et al.,, 2015) and suggests that this
feature could be maintained throughout terminal differentiation from NCSC to
chromaffin cells.

In this study, we demonstrate the usefulness of the iPSC technology to
unravel the signalling pathways involved in a stem cell stage impossible to

apprehend in primary tumours due to the rarity of these cells from which MEN2A
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develop in humans. We show for the first time to our knowledge, that RET mutations
can induce a genomic signature allowing to obtain an insight into the molecular
mechanisms of the development of the neural crest-related features of multiple
endocrine neoplasia. Our results strongly suggest that RET mutations are
responsible for enhanced cell locomotion capability in NCSC as demonstrated by
both comparative gene expression assays and wound healing assay. Further studies
will determine the functional role of some of the important genomic targets identified
in RET-mutated NCSC.
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TABLES & FIGURES LEGENDS

Figure 1: RET mutated iPSC can be differentiated into Neural Crest Stem Cells
(NCSC)

A. Phase contrast

B. SOX10 expression assesed by immunofluorescence,

C. gPCR analysis of Ret, Sox10 & Pax3 expression by gPCR

D. percentage of p75 positive NCSC obtained at day12 of differentiation

Figure 2: Up-regulated genes by RET mutations in NCSC involves cellular
adhesion & locomotion function

A : Venn diagram of upregulated genes list in RET“®**Y and RETV*®T compared to
RET" NCSC (supplemental table 1)

B : Unsupervised classification of RET mutated and RET wt NCSC according to the
65 up-regulated genes list.

C : Histogram of functional enrichment of the 65 up-regulated genes on Gene
Ontology Biological Process database (blue bar represents the number of genes
implicated and red bar represent the different Z-scores of enrichment tests)

D : functional enrichment network of up-regulated genes in RET-mutated NCSC,
enriched functions are depicted as octogons with size related to the number if genes

involved in this function and colour related to the enrichment test Z-score.

Figure 3: The RET-related upregulated signature in NCSC is compatible with a
decrease in H3K27 methylations linked to repression of the Polycomb complex
PRC2

A: Enrichment Heatmap of the 65 up-regulated genes in the ESCAP database
(colours reflect different type of experiment: RNAI : RNA interference, PPI: protein
interaction by spectrometry and pull down assay; logof UP: differential expression
after overexpression, logof DOWN: differential expression after knock-out; histone:
histome modifications; CHIP: chip-sequencing)

B: p-values of the enrichment of the 65 up-regulated genes list in the ESCAPE
database.

C: Proposed mechanisms of the up regulation of the 65 genes by RET mutation

relying on a repressive action on the polycomb PRC2 complex.
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Figure 4. Down-regulated genes by RET mutations in NCSC mainly involves the
integrins network.

A: Venn diagram of downregulated genes list in RET“®**Y and RET®*®T compared to
RET" NCSC (supplemental table 2)

B: Unsupervised classification of RET mutated and RET wt NCSC according to the
633 down-regulated genes list.

C : Histogram of functional enrichment of the 633 down-regulated genes on Gene
Ontology Biological Process database (blue bar represents the number of genes
implicated and red bar represent the different Z-scores of enrichment tests)

D : functional enrichment network of down-regulated genes in RET-mutated NCSC,
enriched functions are depicted as octogons with size related to the number if genes
involved in this function and colour related to the enrichment test Z-score.

E: Wound healing assay at different time points for the RET®®*Y, RETV98T RETY®34¢

and RET" NCSC differentiated from iPSC (triplicate, **: p=0.005, ****: p<0.0001).
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Figure 1: RET mutated iPSC can be differentiated into Neural Crest Stem Cells
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Figure 2 : Up-regulated genes by RET mutations in NCSC involves cellular
adhesion & locomotion function
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Figure 3: The RET-related upregulated signature in NCSC is compatible
with a decrease in H3K27 methylations linked to repression of the Polycomb

complex PRC2
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Figure 4: Down-regulated genes by RET mutations in NCSC mainly involves the

integrins network.
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SUPPLEMENTARY TABLES & FIGURES LEGENDS

Figure S1: NCSC derived from iPSC can be differentiated into MSC and
peripheral neurons.

A: immunofluorescence with peripherin of NCSC differentiated into peripheral
neurons

B: Flow cytometry analysis of mesenchymal stem cells generated from RET-mutated
and RET-corrected NCSC

Figure S2: Principal component analysis of the transcriptome of the four NCSC
samples in triplicate.

Table S1: list of the 65 up-regulated genes in RET-mutated NCSC

Table S2: list of the 633 down-regulated genes in RET-mutated NCSC
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Figure S1: NCSC derived from iPSC can be differentiated into mesenchymal
stem cell and peripheral neurons.

A

NCSC NCSC
RET* RETCo34Y
NCSC NCSC
RETYBM( RETMOMY
NCSC £ w1 ws | 2] . ] ‘
RETC634Y g - —— & -] —p——y| _ I 1 e
-; B P e s Sas Ty — Ty ey e N
NCSC  f g 1 o | o .
ReTYeuc i | —=— § ] i} | — —
T - B masis e o - 1 P P e S R mas man T~y
| | 1
] 4 4 {

NCSC £ w " £ w | 2 o] ] "
RETMO18T o ——| & H— § | — T
| 1
| | 1

L SN NSRS Y - S—
-~ ; . -
> r g r g >

CD73 CD90 CD105 CD45



Figure S2: Principal component analysis of the transcriptome of the four NCSC

samples in triplicate.
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DISCUSSION

PERSPECTIVES




Ce travail de thése a permis de générer des cellules souches pluripotentes
induites (CSPi) a partir de cellules sanguines de patients atteints de néoplasies
endocriniennes multiples de type 2 (NEM2), porteurs de mutations germinales du
géene RET et ayant développé un carcinome médullaire de la thyroide ainsi qu'un
phéochromocytome pour les patients porteurs des mutations les plus a risque. En
effet, nous avons choisi des patients ayant des mutations de RET (C620R, C634Y et
M918T) correspondant aux 3 classes de risque de I'ATA (Wells et al., 2015c).
L’objectif était de modéliser un syndrome de prédisposition au cancer a l'aide de
CSPi. Nous avons pu utiliser les lignées générées afin d’effectuer des analyses
d’expression géniques comparatives entre lignées mutées et non mutées aux stades
de cellule souche pluripotente et au stade de cellule souche de la créte neurale.
Nous avons également réalisé une étude approfondie des tératomes issus de nos
CSPi a la recherche d’un phénotype. Ce travail met en évidence des problématiques
liées a la modélisation du cancer par l'utilisation des CPSi que nous souhaitons

aborder dans la discussion.

Génération des lignées CSPi témoin sans mutation génomique

La génération de CSPi porteuses de mutations d’'un oncogéne a partir de
cellules sanguines de patients ayant développé le phénotype tumoral permet de
réaliser une phénocopie cellulaire porteuse de la mutation oncogéniqgue mais
également du patrimoine génétique spécifique du patient. En effet, ce patrimoine
génétique, hors mutation oncogénique, peut avoir un role dans le développement du
phénotype tumoral. Dés lors, la question du type de lignée contréle a utiliser se pose.
En effet, utiliser une ou des lignées de CSPi sans mutation génétique peut paraitre
satisfaisant mais il s’agit alors de lignées témoin différentes non seulement du point
de vue de I'oncogéne mais également du point de vue du patrimoine génétique.
Nous avons adressé cette question en générant un contrdle isogénique a notre
lignée porteuse de la mutation de RET la plus fréquente, C634Y, au moyen de la
technologie CRISPR/Cas9 et avec I'aide d’'une matrice de réparation sous forme d’un
ADN simple brin. Ce témoin est également une CSPi, dont la pluripotence a été
prouvee et dont le profil d’expression des génes se rapproche de celui d’'une lignée
sans mutation de RET montrant que notre approche CRISPR/Cas9 a permis de
« corriger » I'impact de la mutation de RET. Nous n’avons pas encore généré de

lignée isogénique témoin de nos deux autres lignées RETY*®T et RET®*R ce qui
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constitue une limite a ce travail mais le design des ARN guides ainsi que des
matrices de réparation a été réalisé et il est donc envisageable de mener a bien des
manipulations similaires afin d’obtenir dans le futur des lignées RET*®“ et
RETR®?°C, Ceci permettrait d’aboutir & 'obtention d’un 'ensemble de lignées CSPi
représentative des mutations rencontrées dans les NEM2 ainsi qu’a leurs lignées
isogéniques témoin permettant une étude fine des différences phénotypiques et des
meécanismes de moléculaires coopérant avec la mutation RET pour le

développement du phénotype NEM2.

Le syndrome de prédisposition au cancer, un processus moléculaire multi-
étape qui débute dés le stade de cellule souche pluripotente.

L’utilisation d’un témoin isogénique renforce la validité des données issues de
'analyse comparative d’expression des génes de nos différentes lignées qui nous a
permis de mettre en évidence le rble potentiel de [Iactivation du réseau
transcriptionnel d’EGR1 dans la physiopathologie, au stade de cellule souche
pluripotente, des anomalies moléculaires qui interviendront ensuite dans linitiation
du phénotype des NEM2. Ces données illustrent que, des le stade pluripotent, la
présence d’'une mutation de I'oncogéne RET pourrait étre responsable d’anomalies
moléculaires transcriptionnelles. Ceci met en lumiére l'intérét des CSPi pour la
modélisation du processus multi-étape, bien connu en cancérologie, et qui s’initie
des la cellule souche embryonnaire dans le cadre des syndromes de prédisposition
au cancer. Ainsi, les CSPi porteuses de mutations hétérozygotes de BRCAL
présentent une surexpression la voie PKC theta (Soyombo et al., 2013) ce qui met
en évidence le fait que des anomalies moléculaires surviennent dés le stade de CSE
au cours des syndromes de prédisposition aux cancers méme quand ceux-Ci se
révélent a I'age adulte. On peut imaginer que ces anomalies tres précoces et encore
trés mal, voire totalement inconnues, vont faire le « lit moléculaire » de la progression
multi-étape vers la tumeur cancéreuse au sein du tissu cible. Dans le cadre des
syndromes de prédisposition au cancer, il faut donc probablement étendre le concept
de cancérogénese multi-étape aux toutes premieres heures du développement
embryonnaire. Ainsi, 'oncogéne ou le géne suppresseur de tumeur « apparent »,
c’est a dire responsable de tel ou tel syndrome de prédisposition est secondé par les
différentes abérrations moléculaires « adjuvantes » qu’il a engendré au cours de

'embryogénése puis de l'organogénése et du développement adulte et dont la
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coopération va aboutir au développement de tumeurs. L’utilisation de CSPi pour la
modélisation des syndromes de prédisposition au cancer pourrait donc
théoriquement permettre d’étudier les mécanismes moléculaires « adjuvants »
déclenchés tout au long du développement. Dans le cadre des NEM2 et de notre
étude de transcriptome des CSPi, il manque une validation fonctionnelle du role
d'EGR1 dans [l'établissement du phénotype tumoral de ce syndrome. Ceci
nécessiterait de réaliser, in vitro, la différenciation terminale des tissus d’origine des
tumeurs de ce syndrome, a savoir les cellules chromaffines et les cellules C de la
thyroide puis d’étudier leur tumorigénése spontanée comparativement aux lignées
non mutées mais également dans le cadre de I'inactivation, au stade CSP, de la voie
EGRL1 afin de confirmer son role « adjuvant » dans I'établissement du phénotype.
L’'impossibilité, a I'heure actuelle, d’obtenir cette validation fonctionnelle in vitro
illustre la difficulté majeure rencontrée au cours de ce travail de thése, c’est-a-dire
'absence de protocole de différenciation in vitro de CSPi en cellules C, les cellules

d’origine du cancer médullaire de la thyroide, ou en cellules chromaffines.

La modélisation des syndromes de prédisposition au cancer nécessite des
protocoles de différenciation validés.

Jusqu’a octobre 2015, I'hypothése la plus communément admise pour I'origine
embryologique des cellules C était la créte neurale car ces cellules proviennent des
corps ultimobranchiaux qui fusionnent, au cours de l'organogénése, avec les
€ébauches thyroidiennes et vont donc permettre aux cellules C d’infiltrer la thyroide.
Chez le poulet, les travaux fondateurs de Le Douarin ont montré que les cellules C
sécrétant la calcitonine étaient originaires de la créte neurale mais ces travaux ont
été mis en doute par des premiere études de lineage tracing de créte neurale chez la
souris ne montrant pas de marquage au niveau des corps ultimobranchiaux (Kameda
et al., 2007c) puis des données tres récentes de lineage tracing de créte neurale et
d’endoderme ont confirmé l'origine endodermique des cellules C (Johansson et al.,
2015). Ceci est plutét contre-intuitif étant donné la nature neuroendocrine des
cellules C et I'expresssion de marqueurs et facteurs de transcriptions que I'on
retrouve dans la créte neurale comme MASH1. Cependant, cette origine
endodermique des cellules C permet d’expliquer I'expression de facteurs comme
TTF1 dans les CMT, ainsi que I'existence de tumeurs mixte papillaire thyroidienne et

meédullaire laissant a penser qu’elles sont donc le résultat d’'une oncogénese débutée
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dans un progéniteur endodermique. Etant donné [I'état des connaissances
concernant les facteurs de transcriptions impliqués dans le déveleoppement des
cellules C chez la souris et résumés dans la Figure 5 de I'introduction, on peut donc
émettre ’hypothése que les cellules C se différencient suite a I'expression du facteur
de transcription MASH1 dans un progéniteur endodermique. Quoi qu’il en soit, nous
avons fait 'hypothése, conformément aux données de la littérature d’'une origine
créte neurale des tumeurs associées au NEM2, raison pour laquelle nous avons mis
au point la différenciation en créte neurale. Nous avons également fait une analyse
comparative in silico des transcriptomes de CSCN, de cellules souches
endodermiques et de CMT disponibles dans les bases de données et qui avait
suggéré qu’il existait une proximité transcriptionnelle plus forte entre CMT et CSCN

par rapport aux cellules souches endodermiques (Figure 25).

endoderm MTC Neural crest

endoderm vs MTC NC vs MTC

TT- MZCRC
T
adh
SOX10
MZCRC PAX3
adh
SOX9
> 18S
CD271

Figure 25 : Analyse comparative de transcriptome de CSCN, cellules souches endodermiques,
CSE et CMT. Expression des marqueurs de cellules souches de la créte neurale par les lignées
de CMT.

Nous avions également mis en évidence I'expression de marqueurs de cellules
souches de la créte neurale au niveau des lignées de CMT : TT et MZCRC. Ces
résultats sont donc finalement plutét le reflet de I'expression de facteurs
neuroendocriniens-créte neurale dans des cellules endodermiques et qui engendre

la différenciation en cellules C. Basé sur les résultats obtenus chez la souris (et non
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chez ’lhomme) le choix de la créte neurale n’est peut-étre pas pertinent pour établir
un modeéle de CMT. Les premiéres expériences de différenciation endodermiques de
CSPi au laboratoire ont permis d’obtenir des cellules exprimant FOXA2 et SOX17,
des marqueurs des progéniteurs endodermiques, conformément aux protocoles
publies (D’Amour et al., 2005). Il a par ailleurs été difficile d’obtenir des cellules
souches ayant les marqueurs de CSCN de maniére robuste et reproductible malgré
les nombreux protocoles publiés dans la littérature durant ce travail de these. Nous
avons pu mettre au point cette différenciation grace a la collaboration avec Jennifer
Allouche de l'équipe de C. Baldescchi a iISTEM et également grace a une
collaboration avec L. Studer qui nous a transmis sa méthode de purification des
CSCN via le tri CD49d avant que celle-ci ne soit publiée (Fattahi et al., 2016). Ceci
nous a permis de réaliser des expériences de différenciation robustes et d’isoler des
cellules avec toutes les caractéristiques de cellules souches de la créte neurale.
Enfin, nous avons constaté que les CSCN ne maintiennent leur phénotype que de
maniére trés transitoire, ce qui ne permet pas de les garder en culture au-dela de 3
passages et rend difficile leur cryoconservation. Ceci alourdit les expérimentations
car il est nécessaire de multiplier les manipulations de différenciation de 12 jours afin
d’obtenir régulierement des CSCN « fraiches ». L’étude comparative phénotypique
des différentes CSCN porteuses des différentes mutations de RET est donc
compliquée par l'instabilité du phénotype CSCN qui est plutbt un état de passage
vers une différenciation terminale qu’il s’agit ensuite d’induire, vers les cellules
chromaffines dans le cadre des NEM2.

On peut conclure de notre expérience que la modélisation de syndromes de
prédisposition au cancer nécessite d'avoir a disposition des protocoles de
différenciation in vitro robustes vers la cellule d’orgine des tumeurs du syndrome
étudié au risque de rencontrer des obstacles difficilement surmontables. Néanmoins,
les données de la littérature nous permettent de formuler des hypothéses pour les

travaux a venir afin d’aboutir a 'obtention de cellules C et de cellules chromaffines.

Vers la différenciation terminale des CSPi en cellules C et chromaffines.
L’origine embryologique des cellules C ayant été reliée a 'endoderme, il est

donc nécessaire d’établir la différenciation endodermique ce qui est facilement

réalisable, en particulier grace a I'existence de kits de différenciation commerciaux.

bY

Ensuite, a partir des connaissances concernant les facteurs de transcription
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impliqués dans le développement des cellules C, on peut faire 'hypothése du rdle
potentiel des facteurs de transcription PAX8, NKX2-1 et MASH1 qui, quand ils sont
invalidés, entrainent une nette diminution voire une disparition des cellules C chez la
souris. Par ailleurs, MASH1 et NKX2.1 sont encore exprimés par les CMT. On peut
donc faire I'hypothése que la surexpression de ces facteurs, dans un progéniteur
endodermique, pourrait entrainer une différenciation de type cellule C a l'instar de ce
qui a été réalisé, chez la souris, pour la différenciation de CSE en cellules
thyroidiennes par la surexpression lentivirale des facteurs PAX8 et NKX2.1 (Antonica
et al., 2012). Dans cette optique, les ADNc de ces différents facteurs de transcription
ont été clonés au laboratoire a partir de lignées de thyrocytes ou de CMT et insérés
dans des vecteurs lentiviraux au cours de ce travail de thése afin de réaliser leur
surexpression soit au stade CSPi soit au stade endodermique, manipulations qui
n’ont pas encore été réalisées. En ce qui concerne, les cellules chromaffines, celles-
ci sont originaires de la créte neurale et des données de différenciation de
progéniteurs d’origine bovine ont montré I'importance de facteurs comme le NGF, le
BMP4 et la dexaméthasone, ces deux derniers facteurs étant importants pour le
développement des capacités neuroendocrines de ces cellules (Chung et al., 2009).
Ces eléments, et d’autres facteurs concordants sont autant de pistes pour la mise au
point de protocoles de différenciation de cellules chromaffines a partir de CSPi via les
cellules souches de la créte neurale mais n’ont pas pu étre explorées au cours de ce

travail de thése.

Modélisation de I'oncogénése avec les CSPi: obstacles et applications
pratiques.

Il est difficile de recréer toute la séquence de développement de la cellule
souche vers les cellules qui vont devenir cancéreuses suite a une prédisposition
germinale au cancer. Les obstacles, on I'a vu plus haut, sont principalement
techniques liés aux diificultés a obtenir certains tissus par différenciation in vitro. Dées
lors, qu’attendre de ce type d’étude? Tout d’abord, comme nous I'avons montré, il est
possible de mettre en évidence dans un contexte unique de cellules souches
impossibles a isoler probablement par ailleurs, les mécanismes moléculaires qui vont
avoir une influence sur le développement du phénotype tumoral au cours du
développement. L’intérét de ce type de connaissance, outre un intérét fondamental,

pourrait étre pratique voire thérapeutique car il pourrait donner lieu a la mise au point
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de stratégies, meédicamenteuse ou non, visant a contrer ces mécanismes
moléculaires « adjuvants » qui vont favoriser I'émergence du phénotype tumoral
dans un syndrome donné. Par ailleurs, une fois la mise au point de différenciation in
vitro robustes et reproductibles établies vers des types cellulaires pouvant servir de
modele tumoral, il est possible de réaliser des criblages a haut débit de molécules a
visée anti-tumorale. Ceci a été démontré par I'équipe de L. Studer avec des cellules
souche de la créte neurale de dysautonomie familiale qui ont pu étre criblées afin de
trouver une molécule, le SKF-86466, capable de restaurer I'expression de IKBKAP
qui est diminuée dans cette maladie (Lee et al., 2012). Les applications des CSPi a
la modélisation de I'oncogénése sont donc tout d’abord cognitives ; les applications
thérapeutiques étant d’horizon plus lointain. Néanmoins, aucune étude n’a encore
rapporté de criblage de drogue a visée anti-tumorale avec l'aide de CSPi.

Enfin, la génération de CSPi a partir de cellules cancéreuses en tant que
méthode pour maintenir de maniére illimitée un génome oncogénique dans un
modéle cellulaire en culture est probablement plus difficile et lourde a mettre en place
gue la méthode dinduction de cellules conditionnellement reprogrammeées
(conditionnaly reprogrammed cell, CRC). Cette méthode, développée par Rober
Schlegel, consiste a mettre en culture des cellules primaires de tumeurs
cancéreuses, principalement épithéliales, sur un stroma de fibroblastes murins
irradiés dans un milieu de culture contenant de l'inhibiteur de Rock (Liu et al., 2012;
Suprynowicz et al., 2012). Les cellules cancéreuses ainsi mises en culture acquierent
I'expression de marqueurs et genes de pluripotence sont capables de se diviser de
maniére illimitée en culture sans nécessité de les immortaliser tout en maintenant
leur génome qui reste semblable a celui de la tumeur primaire. Les cellules
retrouvent ensuite leur phénotype intial quand elles sont retirées du stroma et du
milieu avec inhibiteur de Rock, les conditions de culture étant utilisées pour les
maintenir a long termes sans transformation supplémentaire. Elles peuvent donner
naissance a des tumeurs lors de xénogreffes, reproduisant I'histologie de la tumeur
primaire et également étre utilisées pour du criblage d’agents pharmacologiques.
Cette approche a été utilisée pour dériver des lignées cellulaires a partir de tumeurs
de patients atteints de cancer du poumon ayant développé des résistances aux
thérapies ciblant 'TEGFR et ALK ; les lignées cellulaires ainsi générées ont permis
d’identifier des combinaisons de thérapies ciblées efficaces sur certains de ces

mécanismes de résistance (Crystal et al., 2014). La génération de CRC a également
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été utilisé pour l'identification d’un traitement pour une papillomatose pulmonaire a
HPV11, le vorinostat qui s’est révelé efficace en clinique (Yuan et al., 2012). Ainsi,
les lignées de cellules cancéreuses conditionnellement reprogrammeées pourraient
étre d'utilisation plus aisée pour le criblage a haut débit de molécules a visée anti-
tumorale, les CSPi gardant un intérét pour la modélisation des étapes précoces de
'oncogénése, en particulier dans le cadre des syndromes de prédisposition au

cancer.

Perspectives

Nous avons généré au cours de ce travail les premiéres CSPi porteuses de
mutation de RET ainsi qu’un contréle isogénique de la lignée C634Y. Nous avons pu
réaliser une analyse comparative d’expression des genes des CSPi et des cellules
souches de la créte neurale qui nous a permis de mettre en évidence le role d’EGR1
au stade de CSPi et la dérégulation de I'adhésion et de la motilité cellulaire au stade
de la créte neurale. Cependant, nous manquons de validation fonctionnelle de ces
données, principalement en raison du fait que nous n’avons pas encore pu parvenir a
recréer le phénotype tumoral des NEM2 par différenciation in vitro ce qui constitue
donc la prochaine étape de ce travail afin d’obtenir une « NEM2 dans une boite de
culture ». Nous n’avons pas non plus exploré la possibilité de surexprimer 'oncogéne
RET dans les CSPi ou les cellules souches de la créte neurale afin d’ « accentuer »
peut-étre le phénotype. La forme RET®®**' a été clonée dans un vecteur
d’expression lentivirale et ces expérimentations pourraient étre réalisées a I'avenir.
Néanmoins, on s’éloignera alors d’'une observation phsyiologique du phénotype des
NEM2. La recréation, in vitro, de I'oncogénése du CMT tout au long des différentes
étapes de la différenciation a partir des CSPi permettra de mettre en évidence
'ensemble des mécanismes moléculaires qui coopérent avec Ret pour aboutir au
développement du CMT. Ces mécanismes moléculaires «adjuvants » pourraient
constituer autant de cibles thérapeutiques potentielles en elles-mémes ou en
association avec le ciblage de Ret.

La poursuite de ce travail et en particulier 'obtention de cellules C a partir de
CSPi pourrait avoir un intérét dans le criblage de drogue « anti-Ret» car elle
permettrait d’obtenir des cellules porteuses uniquement d’'une mutation de RET, sans
les importantes anomalies chromosomiques observées dans les lignées utilisées

bY

habituellement pour les tests de molécules a visée anti-tumorale et qui ne
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correspondent pas a la réalité géenomiqgue du CMT qui ne présente que peu
d’amplification et délétion génique. En effet, de nouveaux inhibiteurs de RET plus
spécifiques sont actuellement en développement et notre modéle de NEM2 basé sur

les CSPi pourrrait servir a valider I'activité de ces inhibiteurs dans cette maladie
avant leur utilisation en clinique.
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Annexe 1 : Revue sur la prise en charge du CMT avancé (Lancet Diabetes Endocrinol. 2016 Jan;4(1):64-71)

Review

Management of advanced medullary thyroid cancer

CrossMark

Julien Hadoux, Furio Pacini, R Michael Tuttle, Martin Schlumberger

Abstract

Medullary thyroid cancer arises from calcitonin-producing C-cells and accounts for 3-5% of all thyroid cancers. The
discovery of a locally advanced medullary thyroid cancer that is not amenable to surgery or of distant metastases
needs careful work-up, including measurement of serum calcitonin and carcinoembryonic antigen (and their
doubling times), in addition to comprehensive imaging to determine the extent of the disease, its aggressiveness, and
the need for any treatment. In the past, cytotoxic chemotherapy was used for treatment but produced little benefit. For
the past 10 years, tyrosine kinase inhibitors targeting vascular endothelial growth factor receptors and RET (rearranged
during transfection) have been used when a systemic therapy is indicated for large tumour burden and documented
disease progression. Vandetanib and cabozantinib have shown benefits on progression-free survival compared with
placebo in this setting, but their toxic effect profiles need thorough clinical management in specialised centres. This
Review describes the management and treatment of patients with advanced medullary thyroid cancer with emphasis
on current targeted therapies and perspectives to improve patient care. Most treatment responses are transient,
emphasising that mechanisms of resistance need to be better understood and that the efficacy of treatment approaches
should be improved with combination therapies or other drugs that might be more potent or target other pathways,
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including immunotherapy.

Introduction

Medullary thyroid cancer arises from calcitonin-
producing C-cells and accounts for 3-5% of all thyroid
cancers. About 75% of medullary thyroid cancer cases
present in sporadic form and the remainder in a
hereditary pattern. A germline activating mutation in the
RET (rearranged during transfection) proto-oncogene
(RET) is reported in nearly all cases of hereditary
medullary thyroid cancer and a somatic RET mutation in
up to 50% of sporadic tumours."*

At initial diagnosis, neck disease is usually amenable to
surgery but recurrences are frequent and are often
associated with, or precede, the discovery of distant
metastases. Advanced medullary thyroid cancer includes
patients with a locally advanced disease not amenable to
surgery and those with distant metastases. Clinically
detected distant metastases are present at diagnosis of
medullary thyroid cancer in 4-17% of patients.”" Although
distant metastases are often not clinically detectable they
might be present initially in an even larger proportion of
patients with medullary thyroid cancer; this might account
for persistent high calcitonin levels after complete surgery.
Distant metastases will be detected during follow-up in
another 18-38% of patients.’”

In retrospective series, survival after the discovery of
distant metastases is 26% at 5 years and 10% at 10 years.*"
Currently, distant metastases are often found at an early
stage when small and could have an indolent course over
years or decades, but patients with an aggressive disease
might need treatment.

Clinical presentation

Clinical medullary thyroid cancer usually presents as a
thyroid nodule that can be associated with palpable
lymph node metastases; initial treatment includes a total
thyroidectomy and a neck lymph node dissection.
Recurrence in the neck after initial surgery occurs mostly
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in lymph nodes, and more rarely in the thyroid bed and
in soft tissues. In some patients with extensive neck
disease at the time of initial treatment or at recurrence,
surgical resection is not feasible.

Many distant metastases are often noted in involved
organs and metastases can simultaneously affect several
organs, such as the liver, lungs, and bones and, less
frequently, the brain and soft tissues. Symptoms might
be associated with local invasion and metastatic sites
should be regularly assessed to anticipate and manage
any complications. Furthermore, symptoms can also be
associated with tumour hormone production—eg,
diarrhoea, flushes, or (less frequently) Cushing’s
syndrome—Dbut quality of life is usually acceptable. Other
patients might be asymptomatic and the presence of
distant metastases is shown by imaging approaches in
the presence of raised serum calcitonin and
carcinoembryonic antigen (CEA) concentrations.

Laboratory and radiological assessment

Serum markers: calcitonin and CEA doubling times
Calcitonin is a monomeric peptide that is secreted by
both normal and neoplastic thyroid C-cells. It is a highly
sensitive and specific tumour marker. CEA, which is
produced only by neoplastic C-cells, is a less sensitive
and less specific tumour marker than calcitonin, but
high CEA concentrations are associated with a poor
outcome of rapidly progressing disease.

Serial (at least four) measurements of calcitonin and
CEA allow the determination of their doubling time
(defined as the interval of time in which the level has
doubled). Doubling times might vary widely among
patients with medullary thyroid cancer, from a few
months to several years, but doubling time mostly
remains unchanged in a specific patient during their life
time. Because serum calcitonin concentration is closely
associated with tumour volume, the doubling time is a
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strong predictor of tumour progression™ and survival.” A
calcitonin doubling time of longer than 6 months is
associated with a 5-year survival rate of 92% and a 10-year
survival rate of 37%, whereas a calcitonin doubling time
of less than 6 months is associated with a 5-year survival
rate of 25% and a 10-year survival rate of 8%." In some
patients, serum CEA concentration increases pro-
gressively, whereas the calcitonin concentration does not,
or even decreases, and this difference suggests cellular
dedifferentiation. Therefore, both calcitonin and CEA
doubling times should be taken into account for
prognosis and should also be used to determine the
frequency with which imaging is undertaken (figure).
Finally, less than 1% of patients do not produce a
substantial amount of calcitonin in blood; these patients
often have poorly differentiated medullary thyroid cancer.”

Imaging
In patients with elevated serum markers, imaging should
identify all clinically relevant sites of disease, including
tumours in the neck or at distant sites that might need
focal intervention. In tumours large enough to be serially
assessed to determine progression and response to
therapy using Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors (RECIST 1.1) before starting systemic treatment.”
In patients with medullary thyroid cancer and
detectable calcitonin levels, ultrasonography of the neck
(including the thyroid bed and lymph node areas) and
the liver is done on a routine basis. In patients with
medullary thyroid cancer and postoperative serum
calcitonin levels above 150 pg/mlL, the higher the
calcitonin level the greater the chance that the disease in
the neck and at distant sites can be seen on imaging."*
Distant metastases should be identified with contrast
enhanced CT scan of the head, neck, chest, and abdomen.
MRI of the brain and liver is preferable because MRI is
more sensitive for the detection of liver metastases that
can be difficult to visualise with a CT scan during anti-
angiogenic treatment. Bone scintigraphy and MRI of the
spine and pelvis are used to search for bone metastases
(figure).! Fluorodeoxyglucose (18F-FDG) uptake is usually
low, and for this reason this method has poor
sensitivity; the exception is in a few patients with rapidly
progressive medullary thyroid cancer, in whom 18F-FDG
uptake on PET scanning can be high.”* PET with
6-18F-fluoro-L-dihydoxyphenylalanine ~ (18F-DOPA) is
more sensitive than 18F-FDG and might show yet
unknown metastases.””

Assessment of progressive disease

Tumour progression that can be assessed by the doubling
times of serum calcitonin and CEA concentrations
should be confirmed by imaging before initiation of any
systemic treatment. Most kinase inhibitors will decrease
the production of calcitonin in the blood by inhibiting
the RET protein,” but this decrease might not be
paralleled by a decrease in tumour size and therefore
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Patient with medullary thyroid
carcinoma shows evidence of disease

Work-up:

= Calcitonin, CEA, and doubling times
= Neck ultrasonography

- Total body CT scan

« MRI (liver, bones, and brain)

= “F-DOPA PET scan

v ; v

Local and regional Raised calcitonin Metastatic disease
recurrence concentrations
and no evidence of disease

y v v

Surgery with or without Repeat work-up every Assess:

external radiation therapy 6 months or as according « Tumour progression
to calcitonin and CEA « Tumour burden
doubling times + Local symptoms or risk

of complication
+ Diarrhoea or secretion of
hormonal peptides

>
>
(eg, ACTH)
Low tumour burden; Oligometastases Local symptoms or Progression in
no progression; or amenable to focal risk of local <lyear; large
no local symptom treatment complication tumour burden
I v

Focal treatment: Systemic therapy:

Surgery, radiofrequency ablation, cryoablation, Vandetanib or

or radiation therapy cabozantinib

Figure: Management algorithm for patients with medullary thyroid cancer who have undergone primary
therapy (total thyroidectomy and lymph node dissection)

CEA=carcinoembryonic antigen. **F-DOPA=6-“F-fluoro-L-dihydoxyphenylalanine.

ACTH=adrenocorticotropic hormone.

cannot be used alone to assess treatment efficacy. Also,
fluctuations of serum calcitonin during treatment should
not be regarded as evidence of progression.””” Only
tumour size according to RECIST 1.1 can be used as a
criterion for efficacy and deciding whether to continue or
withdraw treatment in the presence of toxic effects.
Because the best tumour response on imaging during
treatment could be stabilisation, progression should be
shown by imaging before initiating treatment.

In the absence of treatment, imaging should be
repeated every 6 months or at more frequent intervals if
the doubling time of tumour markers is reduced.

Treatment approaches in patients with
advanced medullary thyroid cancer

Therapy of local and regional recurrences

In patients with local and regional recurrence, imaging
should identify all clinically relevant sites of disease in
the neck, mediastinum, and at distant sites. Surgery is
the main treatment for clinical neck recurrences, and
might also be indicated in patients with a recurrence in
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the mediastinum. The indication for surgery should take
into account the size and extent of the recurrence and
also of distant metastases.! If surgical resection of the
tumour is not feasible or has been incomplete, external
radiation therapy to the neck and mediastinum could be
indicated for local tumour control, particularly in the
absence of known distant metastases (figure).

Surgery and external radiation therapy to the neck
might also be indicated in patients with tumours entering
the aerodigestive structures, and could be necessary
before initiation of treatment with kinase inhibitors to
avoid fatal bleeding. Medullary thyroid carcinomas
invading the central airway might be amenable to laser
or photodynamic therapy or airway stenting.*

Symptomatic and focal treatments

Symptomatic treatments of diarrhoea include diet
recommendations (low residue regimen, no consumption
of alcoholic beverages) and treatment with loperamide,
diphenoxylate, or atropine methonitrate, and codeine.
Interferon a and somatostatin analogues only produced a
transient effect on diarrhoea in only a few patients.”
Adequate psychological support should be provided.
Control of the rare case of Cushing’s syndrome might
be achieved by: debulking of large hepatic metastases
(eg, by surgery or chemoembolisation); medical therapy
using ketoconazole, mifepristone, aminoglutethimide,
metyrapone, or mitotane; bilateral adrenalectomy;”® or
vandetanib.”

Bisphosphonates (especially zoledronic acid) and the
drug denosumab (directed at receptor activator of nuclear
factor-k B ligand) have been shown to improve local pain
and to delay time to occurrence of skeletal-related events
in other solid tumours with bone metastases.®*
Therefore, these should be used in patients with
medullary thyroid cancer who have bone metastases.”*

Focal treatment approaches are used in patients with
local symptoms or those at high risk of local complications,
preferably before initiation of systemic treatment, and
might help postpone systemic treatment in patients with
few metastases that are stable over time. Surgery could be
indicated for bone metastases in patients with orthopaedic
or neurological complications, or those at high risk of such
complications, and in cases in which a single or a few
metastases are located in the brain, lungs, or liver (figure).
However, medullary thyroid cancer can often cause
multiple metastases in each involved organ and surgery is
mainly palliative. External radiation therapy can procure
rapid relief of bone pain and slow recalcification of bone
lesions.” For brain metastases not amenable to surgery or
as firstline treatment, stereotactic irradiation should be
the preference over whole brain irradiation whenever
possible because life expectancy of patients with metastatic
medullary thyroid cancer can be extended and this
approach yields fewer neurological complications.” In the
case of predominant liver metastases, embolisation or
chemoembolisation proved to be effective both for
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symptoms and for reduction of tumour masses in some
patients with medullary thyroid cancer** Finally,
percutaneous thermal ablation (eg, radiofrequency or
cryoablation) for bone (eventually combined with cement
injection), lung, or liver metastases is becoming the
preferred focal treatment approach for patients with
several metastases. Percutaneous thermal ablation is less
aggressive than surgical resection, is locally efficient, and
can be combined with other focal treatment approaches. ™

Systemic treatment approaches

Candidates for systemic treatments are rare patients
with advanced disease, substantial tumour burden
(many measurable lesions greater than 1-2 cm in
diameter) and progressive lesions in less than 12 months
(figure). The annual incidence of these patients is
one per 1-1-5 million population.”

Treatment with radioactive iodine (131I) is pointless,
because medullary thyroid cancer derives from C-cells,
which do not take up iodine. 1311 covalently linked to
meta-iodobenzylguanidine could be concentrated by
some medullary thyroid cancers but does not offer much
benefit. Treatment with bispecific antibodies directed
against CEA and diethylene triamine penta-acetic acid
(DTPA), with DTPA labelled with 1311, or with octreotide
analogues labelled with yttrium-90 seem to only reduce
progression,** and haematological and renal toxic effects
were frequent.

During cytotoxic chemotherapy, when doxorubicin was
used as a single drug or in combination with cisplatin, the
response rate was 0-20%.# Furthermore, all responses
were partial and short-lived (eg, only for a few months).
The combination of 5-fluorouracil with dacarbazine
seemed to be more effective with a response rate of about
20%.%% Use of chemotherapy is limited to the few patients
with rapidly progressive metastatic disease. In more
typical patients with stable or slowly progressive disease,
the regimens available seem to offer little, if any, benefit.

Molecular targeted therapies

The two main targets of drugs used in patients with
medullary thyroid cancer are the kinases of RET and
vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR2).
Activating mutations in the RET gene, which encodes a
tyrosine kinase receptor, is the main driver mutation in
medullary thyroid cancer.” A germline RET mutation is
reported in almost all familial forms of medullary thyroid
cancer, and a somatic RET mutation is reported in about
50% of sporadic medullary thyroid cancer tumours; of
these, 85% are mutations at codon 918, which are
associated with a poor outcome.” Retrovirus associated
sequences oncogene (RAS) mutations have been noted
in up to 68% of medullary thyroid cancer tumours
without RET mutation but are rarely noted in medullary
thyroid cancer harbouring a RET mutation.”* Complete
gene sequencing did not show any additional recurrent
mutation.’
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Also, vascular endothelial growth factors (VEGF),
VEGFRI1 (Flt-1), and VEGFR2 (Flk-1 and KDR) are often
overexpressed in medullary thyroid cancer tissues, both
in tumour cells and supporting vascular endothelium.”
Receptors for fibroblast growth factor and for platelet-
derived growth factor might also play a part in tumour
angiogenesis. Hepatocyte growth factor and its receptor,
c-met, are frequently overexpressed in medullary thyroid
cancer.”

The aims of any treatment in oncology are both to
improve the quality of life and to extend overall survival.
Because it is difficult to show an improved overall
survival in patients with a long life expectancy, surrogate
parameters (ie, objective response rate and prolongation
of progression-free survival) have been used in prospective
trials of molecular targeted therapies. However, the
objective response rate (partial and complete response
rate) is poorly associated with overall survival, and
progression-free survival (time between treatment
initiation and first documentation of progression or
death) is better associated with overall survival.

Efficacy of available treatments

Several drugs that target the kinases of VEGFR2 and RET
have produced high response rates in phase 2 trials in
patients with metastatic medullary thyroid cancer; all
these targeted therapies might provide benefits in
selected patients with this cancer (table 1). Among these
drugs, only vandetanib® and cabozantinib®** have been
investigated in large phase 3 trials with a primary
objective to show increased progression-free survival
compared with placebo (table 2).

Vandetanib inhibits kinases of VEGFR2, VEGFR3,
RET, and epidermal growth factor receptor (EGFR). In a
phase 2 trial that enrolled 30 patients with hereditary
medullary thyroid cancer, vandetanib (300 mg/day)
induced a partial response in ten patients and stable
disease for longer than 24 weeks in another 16 patients
(both defined according to RECIST”).” In the remaining
four patients, tumour progression occurred.” In another
phase 2 trial,® 19 patients with hereditary medullary
thyroid cancer were treated with vandetanib at
100 mg/day: partial response was noted in three patients
and stable disease for longer than 24 weeks in a further
ten patients. In the other six patients disease progressed.
Subsequently in a different study, vandetanib was
reported to be effective in children with multiple
endocrine neoplasia 2B and adolescents with metastatic
medullary thyroid cancer.*

A randomised phase 3 trial of vandetanib® included
331 patients with locally advanced or metastatic medullary
thyroid cancer, but documented progression was not
requested in symptomatic patients for inclusion in the
trial. Patients were randomly assigned (2:1) to receive
vandetanib (300 mg/day) or placebo. The median
progression-free survival was significantly extended from
19-3 months in the placebo group to a predicted median
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of 30-5 months in the vandetanib group (hazard ratio
[HR] 0-46; p<0-001); partial responses were noted in
45% of patients, with a predicted median duration of
22 months. Benefits of vandetanib treatment were
reported in all subgroups of patients, irrespective of RET
mutation status, location of metastases, progression rate,

Targets Numberof Partial Progression-
patients  response free survival
(%) (months)
Vandetanib* VEGFR, RET, EGFR 30 30% 279
Sorafenib*® VEGFR, BRAF 19 11% 179
Motesanib®* VEGFR, PDGFR, ¢-KIT 83 2% 12:0
Axitinib* VEGFRs 1, 2,3 12 22% NA
Sunitinib malate® VEGFR, RET 6 50% NA
Lenvatinib* RET, VEGFR, FGFR, PDGFR, c-KIT 59 36% 90
Cabozantinib® VEGFR, RET, c-MET 35 49% NA
Pazopanib*® VEGFR, PDGFR, RET, c-KIT 35 14% 9.4
Gefitinib*” EGFR 4 0% NA
Imatinib mesilates** c-KIT, PDGFR 15,4 9% 0% NA

VEGFR=vascular endothelial growth factor receptor. RET=rearranged during transfection. EGFR=epidermal growth
factor receptor. BRAF=murine sarcoma viral oncogene homologue B. PDGFR=platelet-derived growth factor receptor.
c-KIT=mast or stem cell growth factor receptor. NA=not applicable. FGFR=fibroblast growth factor receptor.

c-MET=hepatocyte growth factor receptor.

Table 1: Phase 2 studies of different tyrosine kinase inhibitor drugs tested in medullary thyroid cancer

Vandetanib Cabozantinib
(ZETA study)* (EXAM study)™*
Number of patients 331 330
Randomisation ratio (active treatment: placebo) 2:1 2:1
Hereditary disease 10% 6%
RET
Positive 38% 45%
Unknown 41% 39%
RET 918 Not available 35%
Distant metastasis 94% 95%
Previous treatment 40% 38%
Previous tyrosine kinase inhibitors Unknown 20%
Progressive disease before enrolment Not requested Yes (within 14 months)
Safety
Toxic effects (=grade 3) 55% (24%) 69% (33%)
Deaths 2% vs 2% (placebo) 5-6 vs 2-8% (placebo)
Results
Follow-up 24 months 14 months
Median PFS 30-5 (estimated) vs 11-2 vs 4-0 months
19-3 months (reported)
PFS at 6 months 83% vs 63% Not available
PFS at 12 months Not available 47% vs 7%
Objective response rate 45% vs 13% 28% vs 0%
Complete response 0% 0%
Survival Not available 27 vs 21 months

RET=rearranged during transfection. PFS=progression-free survival.

Table 2: Summary of phase 3 clinical trials of vandetanib and cab

medullary thyroid cancer

inib versus placebo in patients with
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or tumour burden at baseline. However, treatment
benefit in terms of overall survival was obscured by the
possibility of crossover in patients randomly assigned to
the placebo group and whose disease progressed.

Cabozantinib (XL-184) inhibits kinases of RET,
VEGFR2, and c-met. In a phase 1 trial of patients with
medullary thyroid cancer,” cabozantinib induced a
partial response in 17 of 34 evaluable patients and another
15 patients had stable disease”” Subsequently, a
randomised phase 3 trial was completed in 330 patients
with metastatic medullary thyroid cancer who had
documented progression on imaging within the
14 months before enrolment.” Patients were randomly
assigned (2:1) to receive cabozantinib (140 mg daily) or
placebo, and no crossover was allowed in cases of
progression in the placebo group.” Estimated median
progression-free  survival was 11-2 months for
cabozantinib versus 4-0 months for placebo (HR 0-28;
p<0-001). Extended progression-free survival with
cabozantinib was noted in all subgroups irrespective of
age, tumour location, tumour burden, progression rate,
prior kinase inhibitor treatment (in 20% of patients), and
RET and RAS mutation status.® Partial response rate was
28% and median duration of response was 14.7 months.
Median overall survival was 26-6 months in the
cabozantinib group and 21-1 months in the placebo
group (HR 0-85, p=0-2409). In the subgroup of
126 patients with the RET M918T mutation (cabozantinib:
n=81, placebo: n=45), partial response rate was 34%,
progression-free survival and overall survival were
13-9 months and 44-3 months in patients treated with
cabozantinib and 4 months and 18-9 months in patients
treated with placebo, respectively (overall survival,
HR 0-60, p=0-0255 [not adjusted for multiple subgroup
analyses]).”"

Adverse events
Adverse events reported with vandetanib use—including
diarrhoea, fatigue, skin toxicities (ie, rash and folliculitis,
and photosensitisation),* hypertension, and increase in
the QT interval on electrocardiogram (ECG)—were
frequent but mainly classified as grade 1 or 2.% Extension
of the QT interval can lead to torsades de pointes and
sudden death, therefore great attention was exercised to
prevent this occurrence: baseline QTc had to be no longer
than 450 ms, electrolyte (potassium, calcium, and
magnesium) concentrations were controlled, drugs that
might increase QT were not allowed, and QT was
checked on ECG at every control visit. However, 12% of
patients receiving vandetanib discontinued treatment
and 35% required dose reduction because of an adverse
event. No evidence has shown that treatment efficacy
decreases with reduced doses.” The use of vandetanib in
real life, outside a trial, showed its efficacy and did not
disclose any unexpected toxic effects.”

For cabozantinib, adverse events including diarrhoea,
abdominal discomfort, hypertension, palmar-plantar
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erythrodysaesthesia (hand-foot syndrome), mucositis,
decreased weight and appetite, nausea, and fatigue were
frequent but mainly classified as grade 1 or 2 in severity.
However, 16% of patients receiving cabozantinib
discontinued treatment and 79% required dose reduction
because of an adverse event.”

Serum concentrations of thyroid-stimulating hormone
might increase during treatment with kinase inhibitors,
and this should lead to increases in the daily levothyroxine
treatment dose. Also, hypocalcaemia can occur during
treatment in patients treated for post-surgical hypo-
parathyroidism, which could necessitate to increases in
the calcium and vitamin D analogue supplementation.”

Conclusion and perspectives

The reported activity of vandetanib and cabozantinib in
phase 3, randomised controlled trials, which included
patients with locally advanced or metastatic medullary
thyroid cancer that was progressive or aggressive and
symptomatic, led to their approval for use from the
US Food and Drug Administration (FDA; approved
vandetanib in April, 2011, and cabozantinib in
November, 2012) and European Medicines Agency
(EMA; approved vandetanib in November, 2011, and
cabozantinib in March, 2014). The FDA approved
vandetanib with risk evaluation and mitigation
strategies (REMS) concerning the QTc prolongation,
whereas EMA approval was conditional to the
production of data that quantified drug benefits in
patients with medullary thyroid cancer without RET
mutation in their tumour tissue, as well as the
development of a programme of risk prevention and
assessment. Furthermore, both the FDA and EMA
requested additional studies on efficacy and toxic effects
of cabozantinib when administered at a lower initial
dosage (60 mg/day vs 140 mg/day). The FDA issued an
important warning for cabozantinib about the possible
development of gastrointestinal fistulas and life-
threatening bleeding.

These expensive drugs should not be used in patients
with only detectable markers in blood and no imaging
evidence of disease, and in those with small tumour
masses (<1 cm in diameter) with no evidence of
progression on imaging and who are generally
asymptomatic and enjoy a good quality of life. Focal
treatment approaches have an important role in the local
control of the disease. Thermal ablation or embolisation
should be used in patients with local symptoms or those
at high risk of complications; it might also allow the
initiation of systemic treatment to be postponed. These
drugs have substantial toxic effects and could decrease a
patient’s quality of life, but only partial responses have
been noted and treatment once initiated is maintained
until side-effects or progression have occurred.

The choice of the drug to be used as first-line treatment
(vandetanib or cabozantinib) is still a matter of
discussion and should take into account their relative
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Search strategy and selection criteria

We searched PubMed with the keywords “medullary thyroid
cancer”, "advanced/metastatic medullary thyroid cancer”, and
“molecular-targeted novel therapy of medullary thyroid
cancer” for related publications reported between Jan 1,
1980, and June 15, 2015, which we weighted towards those
published after 2005 and in English. We also included
relevant studies cited in reports identified by this search
strategy and relevant work from our own scientific literature
collections.

contraindications.* Direct comparison of these two drugs
is not possible in the absence of head to head comparison
data; both are active and both had several toxic effects.
Also, all patients should be considered for participation in
clinical trials, even in countries where a drug is approved.
These treatment approaches can be given for months or
years, therefore education of patients and care providers,
frequent controls for their use, symptomatic treatment
with drug reduction or withdrawal, and further work to
minimise toxic effects are needed.

Another challenge is to determine at what stage the
drug should be stopped, either at progression or when
there are no more clinical benefits. So far, the decision is
based on medical expertise, which takes into account the
benefits obtained, tumour growth rate, tolerance, and the
patient’s wishes. An important aspect is that when
progression occurs, patients should not remain for long
periods without any treatment and therefore the
availability of alternative treatment approaches should
also be considered.

The mechanisms of primary resistance and of resistance
occurring during treatment are poorly understood.
Progression might be associated with insufficient drug
doses (which could be shown by pharmacokinetic studies)
or with intra-tumour mechanisms (which could be
identified by studies on tumour samples taken initially
and at progression). Indeed, a RET mutation at codon 804
might induce resistance to vandetanib.” The drugs used
so far are anti-angiogenic and target the RET kinase. The
role of the inhibition of each target or of their combined
inhibition is unknown, and this issue is even more
unclear since responses to vandetanib or cabozantinib
have been noted in patients without RET mutation
(although both drugs seem to be more effective on
tumours with a RET mutation than without), and even in
some patients with a RAS mutation.”

Future progress will be made with improvements in
the knowledge of targets present in each individual
tumour and increases in the number of drugs directed
against each of these targets. Additionally, tests need to
be done for other drugs or other drug combinations in
patients with medullary thyroid cancer,” and sequential
treatment approaches or immunotherapy used either
alone or in combination with kinase inhibitors. Finally,

www.thelancet.com/diabetes-endocrinology Vol 4 January 2016

optimum treatment of this rare disease is by
multidisciplinary teams in specialised centres according
to guidelines’ and in the frame of national and
international networks.
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Annexe 2: Séquences des plasmides décrits dans le manuscrit

pPpAAVS1 CAGGS_Luciférase IRES GFP_polyA, 11642 bp

AGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACC
CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG
ACCATGATTACGCCAAGCTCAGAATTAACCCTCACTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAACGAATTCGCCCTTTGCTTTCT
CTGACCAGCATTCTCTCCCCTGGGCCTGTGCCGCTTTCTGTCTGCAGCTTGTGGCCTGGGTCACCTCTACGGCTGGCCCAGAT
CCTTCCCTGCCGCCTCCTTCAGGTTCCGTCTTCCTCCACTCCCTCTTCCCCTTGCTCTCTGCTGTGTTGCTGCCCAAGGATGC
TCTTTCCGGAGCACTTCCTTCTCGGCGCTGCACCACGTGATGTCCTCTGAGCGGATCCTCCCCGTGTCTGGGTCCTCTCCGGG
CATCTCTCCTCCCTCACCCAACCCCATGCCGTCTTCACTCGCTGGGTTCCCTTTTCCTTCTCCTTCTGGGGCCTGTGCCATCT
CTCGTTTCTTAGGATGGCCTTCTCCGACGGATGTCTCCCTTGCGTCCCGCCTCCCCTTCTTGTAGGCCTGCATCATCACCGTT
TTTCTGGACAACCCCAAAGTACCCCGTCTCCCTGGCTTTAGCCACCTCTCCATCCTCTTGCTTTCTTTGCCTGGACACCCCGT
TCTCCTGTGGATTCGGGTCACCTCTCACTCCTTTCATTTGGGCAGCTCCCCTACCCCCCTTACCTCTCTAGTCTGTGCTAGCT
CTTCCAGCCCCCTGTCATGGCATCTTCCAGGGGTCCGAGAGCTCAGCTAGTCTTCTTCCTCCAACCCGGGCCCCTATGTCCAC
TTCAGGACAGCATGTTTGCTGCCTCCAGGGATCCTGTGTCCCCGAGCTGGGACCACCTTATATTCCCAGGGCCGGTTAATGTG
GCTCTGGTTCTGGGTACTTTTATCTGTCCCCTCCACCCCACAGTGGGGCAAGCTTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGGGC
CTCGAGAGATCTGGCAGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTAGGCTCGA
GATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCCAGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCG
CCGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGATCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACG
CGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTGTGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGA
AGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGGAAG
GCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGT
CTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCG
CAACCTCCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGA
CCCGCAAGCCCGGTGCCTGATCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCT
GTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGC
ATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATA
GCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGGTCTCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGT
CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCC
CGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTT
ACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGC
CCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACC
ATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTT
TTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGCGECGCGCCAGGCGGGGCGGGGCGGGGCGAGGGGCGGGGLG
GGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGLCGG
CGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGLL
TCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAA
TTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCG
GGGGGAGCGGCTCGGGGGGTGCGTGCGTGTGTGTGTGCGTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCTCCGCGCTGCCCGGCGGCTGTGAG
CGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCAGTGTGCGCGAGGGGAGCGCGGCCGGGGGCGGTGCCCCGCGGTGLGG
GGGGGGCTGCGAGGGGAACAAAGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGCGCGTCGGTCGGGL
TGCAACCCCCCCTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGTACGGGGCGTGGCGCG
GGGCTCGCCGTGCCGGGCGGGGGGTGGCGGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGEGGGCGGGGCCGCCTCGGGCCGGGGAGGGCTCGGG
GGAGGGGCGCGGCGGCCCCCGGAGCGCCGGTATGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCGCTGG
AAGATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGCCCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGATGCA
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CATATCGAGGTGGACATCACTTACGCTGAGTACTTCGAAATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGATATGGGCTGAA
TACAAATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGAAAACTCTCTTCAATTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATTTATCGGAGTTG
CAGTTGCGCCCGCGAACGACATTTATAATGAACGTGAATTGCTCAACAGTATGGGCATTTCGCAGCCTACCGTGGTGTTCGTT
TCCAAAAAGGGGTTGCAAAAAATTTTGAACGTGCAAAAAAAGCTCCCAATCATCCAAAAAATTATTATCATGGATTCTAAAAC
GGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTAATGAATACGATTTTGTGCCAG
AGTCCTTCGATAGGGACAAGACAATTGCACTGATCATGAACTCCTCTGGATCTACTGGTCTGCCTAAAGGTGTCGCTCTGCCT
CATAGAACTGCCTGCGTGAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCAAATCATTCCGGATACTGCGATTTTAAG
TGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGAATGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTAATGTATA
GATTTGAAGAAGAGCTGTTTCTGAGGAGCCTTCAGGATTACAAGATTCAAAGTGCGCTGCTGGTGCCAACCCTATTCTCCTTC
TTCGCCAAAAGCACTCTGATTGACAAATACGATTTATCTAATTTACACGAAATTGCTTCTGGTGGCGCTCCCCTCTCTAAGGA
AGTCGGGGAAGCGGTTGCCAAGAGGTTCCATCTGCCAGGTATCAGGCAAGGATATGGGCTCACTGAGACTACATCAGCTATTC
TGATTACACCCGAGGGGGATGATAAACCGGGCGCGGTCGGTAAAGTTGTTCCATTTTTTGAAGCGAAGGTTGTGGATCTGGAT
ACCGGGAAAACGCTGGGCGTTAATCAAAGAGGCGAACTGTGTGTGAGAGGTCCTATGATTATGTCCGGTTATGTAAACAATCC
GGAAGCGACCAACGCCTTGATTGACAAGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGCTTACTGGGACGAAGACGAACACTTCT
TCATCGTTGACCGCCTGAAGTCTCTGATTAAGTACAAAGGCTATCAGGTGGCTCCCGCTGAATTGGAATCCATCTTGCTCCAA
CACCCCAACATCTTCGACGCAGGTGTCGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTGGA
GCACGGAAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGATTACGTCGCCAGTCAAGTAACAACCGCGAAAAAGTTGCGCGGAGGAG
TTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAATCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAG
AAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAATTCTAAATTCCGCCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCG
GTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCT
TGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTG
GAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGG
CCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAG
TCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGG
CCTCGGTGCACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCT
TTGAAAAACACGATGATAATATGGCCACAACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTC
GAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCT
GAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCA
GCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTC
TTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG
CATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCG
ACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTAC
CAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGA
CCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACA
AGTAATGAGGATCCACGCGTGAATTCACTCCTCAGGTGCAGGCTGCCTATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTG
GCTCACAAATACCACTGAGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGG
CTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAA
ATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTTGG
CTATAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAGAT
TTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCAGATTTTTCC
TCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGGAGATCCCTCGACCTGCAGCCCAAGCTTGGCGTAATC
ATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAG
CCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGC
CAGCGGATCGACAGTACTAAGCTTTACTAGGGACAGGATTGGTGACAGAAAAGCCCCATCCTTAGGCCTCCTCCTTCCTAGTC
TCCTGATATTGGGTCTAACCCCCACCTCCTGTTAGGCAGATTCCTTATCTGGTGACACACCCCCATTTCCTGGAGCCATCTCT
CTCCTTGCCAGAACCTCTAAGGTTTGCTTACGATGGAGCCAGAGAGGATCCTGGGAGGGAGAGCTTGGCAGGGGGTGGGAGGG
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AAGGGGGGGATGCGTGACCTGCCCGGTTCTCAGTGGCCACCCTGCGCTACCCTCTCCCAGAACCTGAGCTGCTCTGACGCGGC
TGTCTGGTGCGTTTCACTGATCCTGGTGCTGCAGCTTCCTTACACTTCCCAAGAGGAGAAGCAGTTTGGAAAAACAAAATCAG
AATAAGTTGGTCCTGAGTTCTAACTTTGGCTCTTCACCTTTCTAGTCCCCAATTTATATTGTTCCTCCGTGCGTCAGTTTTAC
CTGTGAGATAAGGCCAGTAGCCAGCCCCGTCCTGGCAGGGCTGTGGTGAGGAGGGGGGTGTCCGTGTGGAAAACTCCCTTTGT
GAGAATGGTGCGTCCTAGGTGTTCACCAGGTCGTGGCCGCCTCTACTCCCTTTCTCTTTCTCCATCCTTCTTTCCTTAAAGAG
TCCCCAGTGCTATCTGGGACATATTCCTCCGCCCAGAGCAGGGTCCCGCTTCCCTAAGGCCCTGCTCTGGGCTTCTGGGTTTG
AGTCCTTGGCAAGCCCAGGAGAGGCGCTCAGGCTTCCCTGTCCCCCTTCCTCGTCCACCATCTCATGCCCCTGGCTCTCCTGC
CCCTTCCCTACAGGGGTTCCTGGCTCTGCTCTAAGGGCAAGGGCGAATTCGCGGCCGCTAAATTCAATTCGCCCTATAGTGAG
TCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGC
ACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTATACGTAC
GGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCG
GGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCTCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATAT
CGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGATCTCA
GCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCATGAGATTATCAAAAAGG
ATCTTCACCTAGATCCTTTTCACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTAT
CTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTT
TATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCT
TTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGCTCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACA
AGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCT
CTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAA
CTGCAAGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGC
GGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCA
TCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAG
CGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACT
GTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATC
ATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGC
TACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGC
AGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAATTATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCT
AAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTT
AAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTG
TCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTG
CTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGA
AGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAG
TTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCC
AACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGT
AAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTC
TGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGG
ATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTA
CCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG
GTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTT
TTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCA
GACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACC
GCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATAC
CAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTA
ATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGC
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GCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGC
GTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAG
CGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGC
CTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCT
CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGC

pX330_gRNA AAVS1 Chimeric_hSpCas9

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGT
AAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTA
AAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC
GGGGCCACTAGGGACAGGATGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGC
ACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTC
TGCAGACAAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGALCCLCCCGLCC
ATTGACGTCAATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAG
TACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTGTGCCCAGTAC
ATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTT
CTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGG
GGGCGGGGGGGGGEGEGEGEEGGGCGECGCGCCAGGCGGGGCGEGGCGEEEGCGAGGGGCGGGGCGEGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGLG
GCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGL
GCGGCGGGCGGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTGA
CTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCTGAGCAAGAGGTAAGGGTT
TAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGGAGCACCTGCCTGAAATCACTTTTTTTCAGGTTGGACCGG
TGCCACCATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGGATCATGATATTGATTACAAAGACGATGACGATAAGATGGCCC
CAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCACGGAGTCCCAGCAGCCGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAAC
TCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAG
CATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGAA
GAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTC
TTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGA
GGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGGL
TGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGAC
GTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGALCGC
CAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAATG
GCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGATGCCAAA
CTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTTCT
GGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCG
CCTCTATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCCTGAGAAG
TACAAAGAGATTTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAGAGTTCTACAA
GTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCTCGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCGGAAGC
AGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGGAAGATTTT
TACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGCATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCAG
GGGAAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGACAAGG
GCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGATAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGC
CTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTCCT
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GAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGACT
ACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAAATCTCCGGCGTGGAAGATCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACATACCAC
GATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAATGAGGAAAACGAGGACATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCCT
GACACTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAGCAGC
TGAAGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGCAGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACA
ATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAGA
GGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGATAGCCTGCACGAGCACATTGCCAATCTGGCCGGCAGCCCCGCCATTA
AGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGACGAGCTCGTGAAAGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATC
GAAATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCGCGAGAGAATGAAGCGGATCGAAGAGGGCATCAA
AGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCCGTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGC
AGAATGGGCGGGATATGTACGTGGACCAGGAACTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATGTGGACCATATCGTGCCTCAG
AGCTTTCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCTC
CGAAGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTCGACAATC
TGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGGATAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAAACCCGGCAGATC
ACAAAGCACGTGGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGATCCGGGAAGTGAAAGT
GATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAGGATTTCCAGTTTTACAAAGTGCGCGAGATCAACAACTACCACC
ACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTCGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAGCGAGTTCGTGTAC
GGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAAATCGGCAAGGCTACCGCCAAGTACTTCTT
CTACAGCAACATCATGAACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCTCTGATCGAGACAA
ACGGCGAAACCGGGGAGATCGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTGCCACCGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAAT
ATCGTGAAAAAGACCGAGGTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAAGAGTCTATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAAGCTGATCGC
CAGAAAGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAAG
TGGAAAAGGGCAAGTCCAAGAAACTGAAGAGTGTGAAAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAGAAG
AATCCCATCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTT
CGAGCTGGAAAACGGCCGGAAGAGAATGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCCCTGCCCTCCAAAT
ATGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTTGTG
GAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAATCT
GGACAAAGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACCC
TGACCAATCTGGGAGCCCCTGCCGCCTTCAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGTG
CTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGACCTGTCTCAGCTGGGAGGCGACAAAAG
GCCGGCGGCCACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAAAAGTAAGAATTCCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCC
TTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCT
AATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGG
GAGGATTGGGAAGAGAATAGCAGGCATGCTGGGGAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCG
CGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAG
CGCGCAGCTGCCTGCAGGGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGC
AACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGC
GCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGG
GCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGC
CATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACA
ACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGAT
TTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTAC
AGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCT
CGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGC
GCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAA
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TAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGT
TTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATC
TCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGC
GCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTC
ACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTG
CGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGC
CTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAAC
GTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTG
CAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGAAGCCGCGGT
ATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGA
ACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTT
AGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAA
CGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAAT
CTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGG
TAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTA
GCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGA
CTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGA
CCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCG
GTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTT
TCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGLCT
TTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT

pX330_gRNA RET634_Chimeric_hSpCas9

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGT
AAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTA
AAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC
GGTGCGACGAGCTGTACCGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGG
CACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATT
CTGCAGACAAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGLCC
CATTGACGTCAATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCA
GTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTGTGCCCAGTA
CATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGT
TCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATG
GGGGCGGGGGGGGGGGEEEGEGCGECGCGCCAGGCGGGGCGGGGCGGGEGCGEAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGL
GGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCG
CGCGGCGGGCGGGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTG
ACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCTGAGCAAGAGGTAAGGGT
TTAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGGAGCACCTGCCTGAAATCACTTTTTTTCAGGTTGGACCG
GTGCCACCATGGACTATAAGGACCACGACGGAGACTACAAGGATCATGATATTGATTACAAAGACGATGACGATAAGATGGCC
CCAAAGAAGAAGCGGAAGGTCGGTATCCACGGAGTCCCAGCAGCCGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAA
CTCTGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAATTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACA
GCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAAACAGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGAGAACCGCCAGA
AGAAGATACACCAGACGGAAGAACCGGATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTT
CTTCCACAGACTGGAAGAGTCCTTCCTGGTGGAAGAGGATAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACG
AGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAACTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGCGG
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CTGATCTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGA
CGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAAAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACG
CCAAGGCCATCCTGTCTGCCAGACTGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAAT
GGCCTGTTCGGAAACCTGATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGATGCCAA
ACTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTTC
TGGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGC
GCCTCTATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAAGCTCTCGTGCGGCAGCAGCTGCCTGAGAA
GTACAAAGAGATTTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATTGACGGCGGAGCCAGCCAGGAAGAGTTCTACA
AGTTCATCAAGCCCATCCTGGAAAAGATGGACGGCACCGAGGAACTGCTCGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGCGGAAG
CAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGAGAGCTGCACGCCATTCTGCGGCGGCAGGAAGATTT
TTACCCATTCCTGAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGCATCCCCTACTACGTGGGCCCTCTGGCCA
GGGGAAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGACAAG
GGCGCTTCCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGATAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAG
CCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTATAACGAGCTGACCAAAGTGAAATACGTGACCGAGGGAATGAGAAAGCCCGCCTTCC
TGAGCGGCGAGCAGAAAAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGCTGAAAGAGGAC
TACTTCAAGAAAATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAAATCTCCGGCGTGGAAGATCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACATACCA
CGATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAATGAGGAAAACGAGGACATTCTGGAAGATATCGTGCTGACCC
TGACACTGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTCGACGACAAAGTGATGAAGCAG
CTGAAGCGGCGGAGATACACCGGCTGGGGCAGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGAC
AATCCTGGATTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAAG
AGGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGATAGCCTGCACGAGCACATTGCCAATCTGGCCGGCAGCCCCGCCATT
AAGAAGGGCATCCTGCAGACAGTGAAGGTGGTGGACGAGCTCGTGAAAGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGAT
CGAAATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGACAGAAGAACAGCCGCGAGAGAATGAAGCGGATCGAAGAGGGCATCA
AAGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCCGTGGAAAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTG
CAGAATGGGCGGGATATGTACGTGGACCAGGAACTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGATGTGGACCATATCGTGCCTCA
GAGCTTTCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCT
CCGAAGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTCGACAAT
CTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAACTGGATAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAAACCCGGCAGAT
CACAAAGCACGTGGCACAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACTAAGTACGACGAGAATGACAAGCTGATCCGGGAAGTGAAAG
TGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGATTTCCGGAAGGATTTCCAGTTTTACAAAGTGCGCGAGATCAACAACTACCAC
CACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTCGTGGGAACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAGCGAGTTCGTGTA
CGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAAATCGGCAAGGCTACCGCCAAGTACTTCT
TCTACAGCAACATCATGAACTTTTTCAAGACCGAGATTACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCTCTGATCGAGACA
AACGGCGAAACCGGGGAGATCGTGTGGGATAAGGGCCGGGATTTTGCCACCGTGCGGAAAGTGCTGAGCATGCCCCAAGTGAA
TATCGTGAAAAAGACCGAGGTGCAGACAGGCGGCTTCAGCAAAGAGTCTATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAAGCTGATCG
CCAGAAAGAAGGACTGGGACCCTAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTATTCTGTGCTGGTGGTGGCCAAA
GTGGAAAAGGGCAAGTCCAAGAAACTGAAGAGTGTGAAAGAGCTGCTGGGGATCACCATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAGAA
GAATCCCATCGACTTTCTGGAAGCCAAGGGCTACAAAGAAGTGAAAAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCTAAGTACTCCCTGT
TCGAGCTGGAAAACGGCCGGAAGAGAATGCTGGCCTCTGCCGGCGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCCCTGCCCTCCAAA
TATGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTTGT
GGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCTCCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCTAATC
TGGACAAAGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAATATCATCCACCTGTTTACC
CTGACCAATCTGGGAGCCCCTGCCGCCTTCAAGTACTTTGACACCACCATCGACCGGAAGAGGTACACCAGCACCAAAGAGGT
GCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACACGGATCGACCTGTCTCAGCTGGGAGGCGACAAAA
GGCCGGCGGCCACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAAAAGTAAGAATTCCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGC
CTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCC
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TAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGG
GGAGGATTGGGAAGAGAATAGCAGGCATGCTGGGGAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGC
GCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGA
GCGCGCAGCTGCCTGCAGGGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAG
CAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG
CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGG
GGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGG
CCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAAC
AACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGA
TTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGAT
GCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTA
CAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCC
TCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTG
CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCA
ATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTG
TTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGAT
CTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGG
CGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACT
CACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACT
GCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCG
CCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAA
CGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTT
GCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGAAGCCGCGG
TATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATG
AACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTT
TAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTA
ACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAA
TCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGT
AGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGG
ACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACG
ACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT
TTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGLGGCC
TTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT
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Titre : Modélisation des néoplasies endocriniennes multiples de type Il par les
cellules souches pluripotentes induites porteuses de mutations germinales du
gene RET

Mots clés : Néoplasies endocriniennes multiples de type 2, RET, cellules souches pluripotentes
induites, créte neurale, carcinome médullaire de la thyroide, pheochromocytome.

Les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) permettent la modélisation de processus
avec, en oncologie, un intérét potentiel pour la modélisation de syndromes de prédisposition au
cancer liés a des mutations germinales d’oncogénes.

Nous avons généré des lignées de CSPi a partir de patients atteints de néoplasies
endocriniennes multiples de type 2 (NEM2), porteurs de mutations germinales du gene RET :
RET®R RET®®** et RETY*®". Nous avons généré une CSPi RET'®**°, contréle isogénique,
par correction de la mutation RET®**Y via CRSPR/Cas9. Ces CSPi présentent tous les critéres
de pluripotence avec un caryotype normal et expriment Ret. L'étude histologique approfondie
des tératomes a mis en évidence le développement de cellules C en leur sein et également de
cellules neuroendocrines exprimant la Chromogranine A mais sans aspect d’hyperplasie des
cellules C ou de carcinome médullaire de la thyroide ni de tumeur neuroendocrine réminiscente
du phénotype des NEM2. L'analyse comparative de I'expression des génes de ces CSPi a mis
en évidence, deés le stade de pluripotence, une activation du réseau transcriptionnel du gene
EGR1 qui pourrait constituer un des mécanismes moléculaires responsables de la mise en place
du phénotype des NEM2. La différenciation en cellules souches de la créte neurale (CSCN),
cellules d’origine cibles des tumeurs développées dans le cadre des NEM2, en particulier le
phéochromocytome, était efficace et reproductible pour toutes nos lignées. Nous avons mis en
évidence l'activation d’un programme commun invasif au niveau des CSCN avec mutation
RET®%* et RETY*8T ainsi qu'une forte dérégulation du réseau des intégrines entrainant une
forte dérégulation de I'adhésion cellulaire. Ceci était confirmé par une augmentation des
capacités de migration CSCN avec mutation de RET par rapport aux CSCN témoins.

Ainsi, la génération de CSPi avec mutation de RET a permis d’identifier des voies de
signalisation potentiellement impliquées dans la physiopathologie des NEM2 et constitue une
premiere étape vers la modélisation des NEM2 in vitro.

Title : Modelling multiple endocrine neoplasia type 2 with RET-mutated induced
pluripotent stem cells

Keywords : multiple endocrine neoplasia type 2, RET, induced pluripotent stem cell, neural
crest, medullary thyroid cancer, pheochromocytoma

Induced pluripotent stem cell (iPSC) offer major perspectives in disease modelling and, in the
oncology field, can be used for modelling cancer predisposition syndromes.

We generated IPSC lines from somatic cells of patients with multiple endocrine neoplasia type
2 (MEN2) who harboured germline mutations in the RET gene: RET®®%R RET®**Y et RETM**8T,
We have also generated an isogenic RET"®*“ iPSC control line by genome engineering using
CRSPR/Cas9-mediated method to "correct” C634Y mutation. All iPSC lines exhibited all markers
of pluripotency with a normal karyotype and expressed Ret. A thorough histological study of
teratomas from these IPSC highlighted the development of C cells and Chromogranin A-
expressing neuroendocrine cells within them but without C-cell hyperplasia, medullary thyroid
carcinoma or neuroendocrine tumours reminiscent of MEN2 phenotype. Comparative gene
expression analysis revealed an activation of the EGR1 transcriptional network, at the pluripotent
stem cell stage which could be one of the molecular effector of the phenotype. Neural crest stem
cell (NCSC), the cell of origin of some of the tumoral features of MEN2, could be differentiated in
vitro from all our RET-mutated iPSC lines effectively. Gene expression analysis revealed an
activation of cell invasion program in RET®*' and RET"**®"_mutated NCSC and a deregulation
of integrin network causing a strong deregulation of cell adhesion which was confirmed with
increased migration capabilities in vitro.
Thus, the generation of the first RET-mutated iPSCs allowed the identification of signalling
pathways potentially implicated in the pathophysiology of MEN2 and constitute a first step in
modelling these tumours in vitro.




