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Titre : Role de la NADPH oxydase 4 (NOX4) dans la dédifférenciation des cellules tumorales thyroidiennes

porteuses de la mutation BRAFV60%

Mots clés : cancer papillaire de la thyroide, mutation BRAF®%, NADPH oxydase 4, re-différenciation,

radiothérapie métabolique a I'iode 131, épigénétique.

Résumé : La radiothérapie métabolique a I'iode 131
(RMI) constitue le traitement principal des cancers
différenciés de la thyroide (CDT). Cette thérapie
métabolique est basée sur I'expression a la
membrane basale des cellules thyroidiennes, du
transporteur de I'iode (NIS) codé par le géne SLC5AS5.
La mutation driver BRAFY®% est présente dans 40 a
60% des CDTs. Les cancers papillaires de la thyroide
(CPTs) localement avancés et métastatiques arborant
cette mutation sont de faible pronostic. BRAF®%% est
un puissant activateur de la signalisation MAPK
conduisant a un processus de dé-différenciation
associé a la répression du gene SLC5A5 et a la
résistance a la RMI. La captation de I'iode constitue
un challenge majeur pour le traitement des patients.
Une nouvelle approche thérapeutique consiste en
une stratégie de re-différenciation des cellules
thyroidiennes. Nos études précédentes ont montré
que BRAFY®%E contrdle I'expression de la NADPH
oxydase (NOX4) et que les ROS générées par cette
derniere répriment le géne SLC5A5. L'inhibition de
NOX4 ré-induit I'expression du NIS et cette
réversibilité suggére une contribution & un
mécanisme épigénétique.

L'objectif de la thése était de déterminer les
événements moléculaires et mécanistiques induits
par NOX4 qui contribuent a la répression des genes
impliqués dans la différenciation thyroidienne et
dans I'efficacité de la radiothérapie métabolique.

Nos résultats montrent que NOX4 génére des
dommages oxydatifs a I'ADN, lesquels favorisent la
rétention d'acteurs épigénétiques tels que les
DNMTs via une interaction avec les protéines de
réparation de I'ADN, perturbant ainsi la fixation a
I'ADN des facteurs de transcription de la
différenciation thyroidienne PAX8 et NKX2.1, et
empéchant la transcription de génes de maniére
prolongée. Nous démontrons aussi un effet des
inhibiteurs de BRAF/MEK utilisés en clinique sur le
mécanisme épigénétique dépendant de NOX4 et
un intérét clinique de l'inhibition de cette derniére
conjointement a l'inhibition de BRAF/MEK dans la
réexpression des génes de la différenciation
thyroidienne.
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Title: Role of NADPH oxidase 4 (NOX4) in the dedifferentiation of thyroid tumor cells harboring BRAF'%%

mutation
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radioiodine therapy, epigenetic.

Resume: The radioiodine therapy (RAI) constitutes
the main treatment for differentiated thyroid cancer
(DTC). This metabolic radiotherapy is based on the
expression at thyroid cell basal membrane of the
iodine transporter (NIS) encoded by SLC5A5 gene.

BRAFY000E oncogene driver mutation is present in
40 to 60% of DTC. Locally advanced and metastatic
V600E

V600E

papillary thyroid cancer (PTC) harboring BRAF

mutation have poor prognosis. BRAF
oncogene is a strong activator of MAPK signaling
leading to a dedifferentiation process, which is
associated with SLC5A5 gene repression and
radioiodine therapy refractoriness. The RAIl uptake
constitutes a major challenge for treatment of
patients and in this sense a new therapeutic approach
consists of thyroid cell redifferentiation strategy. Our

previous studies showed that BRAFV600E controls
the NADPH oxidase (NOX4) expression and NOX4-
derived ROS repress SLC5A5 gene. NOX4 inhibition
reinduces NIS expression and the reversibility
suggests a contribution to an epigenetic mechanism.

The objective of the thesis was to determine the
molecular and mechanistic events induced by
NOX4-derived ROS that contribute to the
repression of genes involved in differentiation
process and in the efficiency of metabolic
radiotherapy.

Our results showed that NOX4 generates specific
oxidative damage to DNA, which promotes the
retention of epigenetic actors such as DNMTs
through interaction with DNA repair proteins,
thereby disrupting the DNA binding of thyroid
differentiation transcription factors, PAX8 and
NKX.2.1, and preventing gene transcription for
prolonged periods. We also demonstrated an effect
of BRAF/MEK inhibitors used clinically in NOX4-
dependant epigenetic mechanism and a clinical
interest of NOX4 inhibition in addition to
BRAF/MEK inhibition in thyroid differentiation gene
reinduction.
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Abbréviations -

Abbréviations

HT : hormone thyroidienne

T4 : thyroxine

T3 : trilodothyronine

TSH/TSHR : Thyroid-Stimulating Hormone/récepteur de la TSH
FSH : Hormone Folliculo-Stimulante
LH: Hormone Lutéinisante

HCG : Hormone Chorionique Gonadotrope
TRH : Thyreotropin Releasing Hormone
NIS : NA*Y/I" symporteur

MMI : méthimazole

TPO : thyroperoxydase

TNF-o/p:  Tumor necrosis factor- a/p

IFN-y : Interferon-y

IL-10/1B/6 : Interleukine-1o/1p/6
TGF-p1 : Transforming growth factor- 1

PAXS : Paired box gene 8
Tg: Thyroglobuline
IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
DUOX1/2: Dual oxydase 1/2

NOX: NADPH Oxydase

ROS : Especes réactives de 1’oxygene
EFP1: EF-hand binding protein 1

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
MIT : mono-iodotyrosines

DIT : di-iodotyrosines

DIO1/2: 5’-iodothyronine désiodinase de type 1 ou 2
DEHALI1 : iodotyrosine déshalogénase 1

IYD-1: Iodotyrosine deiodinase 1

MCTS : Monocarboxylate transporter 8
RCPG : récepteur couplé aux protéines

GRK: G protein-coupled receptor kinase
RGS : Regulator of G protein signaling

AC: adénylate cyclase

CREB : cAMP-response element (CRE) binding protein
CRE : AMPc-réponse ¢lément

PLC: phospholipase C

PIP2 : phosphatidylinositol,4,5-bisphosphate
IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate

DAG : diacylglycerol

MAPK : Mitogen-activated protein kinase

NKX2.1: NK2 homeobox 1



Abbréviations -

TTF-1: Thyroid transcription factor 1

FOXET1 : forhead-domain protein E1

NKX2.5: NK2 homeobox 5

HHEX : Hematopoietically Expressed Homeobox
TTF-2: Thyroid transcription factor 2

PI3K : phosphoinositide 3-kinase

IARC : International Agency for Research on Cancer
CT: cancer thyroidien

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

RI: rayonnements ionisants

CMT: cancer médullaire de la thyroide

CNMT : cancer non-médullaire de la thyroide

RMI : Radiothérapie métabolique a I’iode radioactif 131
TEM : transition épithélio-mésenchymateuse

TME : transition mésenchymo-épithéliale

NF-kB : nuclear factor-kappa B

EGF : epidermal growth factor

FGF : fibroblast growth factor

HGF : hepatocyte growth factor

PDGF : platelet-derived growth factor

RET : rearranged during transfection

GDNF : glial cell line-derived neurotrophic factor
CFT: cancer folliculaire de la thyroide

PKB : protéine kinase B

PPARy : Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma
CPT: Carcinome papillaire de la thyroide

CCD6 : Coiled-coil domain-containing protein 6
CAT: cancer anaplasique de la thyroide

RTK : récepteur tyrosine kinase

RC: régions conservées

MEK : Mitogen-activated Extracellular signal-regulated Kinase
ERK: Extra-cellular signal-Regulated Kinase
PP2A : protéine phosphatase 2

PPlase : peptidyl-prolyl cis/trans isomerase

DUSP : Dual Specificity Phosphatase

TCGA : The Cancer Genome Atlas

MEC : matrice extracellulaire

MMP : matrix métalloprotéinase

TGF-pR:  récepteur du TGF-

SMAD : Sma-mothers against decapentaplegic
Smurfl ou 2 : Smad ubiquitination regulatory factor 1 or 2
RhoA : Ras homolog family member A

CDC42 : cell division control protein 42

COT: cancer oncocytique de la thyroide
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Nrf2 :
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Telomerase Reverse Transcriptase

Food and Drug Administration

apurinic apyrimidinic endonuclease/redox factor 1
superoxyde dismutase

catalase

glutathion peroxydase

glutathion reductase

glutathion transférase

thioredoxine

peroxiredoxine
v-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine
N-acétylcystéine

acide hypochlorique

Flavine adénine dinucléotide

Polymerase delta-interacting protein 2
Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
NOX organizer 1 / NOX activator 1
8-0x0-7,8-dihydroguanine

déoxycytidine phosphate déoxyguanosine
Base excision repair

8-oxoguanine DNA glycosylase-1
AP-endonuclease 1

proliferating cell nuclear antigen
Flap-endonucléase 1

ligase 1/111

X-ray repair cross-complementing protein 1
réparation par excision de nucléotides
Mismatch repair
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protéine arginine méthyltransférase
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Partie I : La fonction thyroidienne

1) Anatomie

La glande thyroidienne est située a la base du cou, sous le larynx et en avant de la trachée. Elle
se compose de deux lobes en position verticale, réunis entre eux par un segment horizontal
appel¢ isthme thyroidien (Figure 1). Par sa fonction endocrine la thyroide est un tissu hautement

vascularisé.

Larynx
Glande
thyroide Isthme
Lobe Lobe
droit gauche
Trachée

Figure 1 : Anatomie de la thyroide

Localisation et représentation schématique de [’organe thyroidien (vue antérieure)
Image : ELSAN Institut privé de radiothérapie de Metz

2) Fonction de la thyroide : synthese des hormones thyroidiennes (HTs)

La thyroide est une glande endocrine qui a pour unique fonction la sécrétion des HTs, ces
derniéres intervenant dans divers processus cellulaires et physiologiques. Parmi les processus
cellulaires, il y a la prolifération, la différenciation et la migration cellulaire ainsi que, la
consommation d’oxygene, le métabolisme énergétique, la régulation calcique et, la modulation
du cytosquelette. Parmi les processus physiologiques, se trouvent la régulation du systéme

cardio-vasculaire et le développement des tissus.

La thyroide est non seulement un organe assurant la synthése des HT's mais aussi leur stockage.
Les HTs sont au nombre de 3, a-savoir la thyroxine (T4), la triiodothyronine (T3) et la
calcitonine, avec des cibles au niveau de plusieurs organes. La concentration sanguine de ces

hormones chez I’homme varie selon de nombreux paramétres, parmi lesquels, 1’age.
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Dans le cas des hormones T4 et T3, leurs
concentrations sanguines, selon les données du

guide pratique des analyses médicales (Pascal

Dieusaert, 2015), fluctuent respectivement

entre 8,6-25 pmol/L et 3,8-8,4 pmol/L. La

Thyroxine (T4) Triiodothyronine (T3)

transduction du signal se fait via des récepteurs
CYTOPLASME

nucléaires qui régulent I’expression de geénes
T3
impliqués dans les divers processus énoncés

TR

— T

T3 Genes cibles

T4

précédemment (Figure 2). 1l est a noter, qu’il N

Pz
Al

existe aussi des effets non génomiques des HT's

vzzzzzZ

Protéine

avec une transduction de signal via des

récepteurs membranaires, sur ce point les Figure 2 : Structure chimique des

mécanismes restent encore a approfondir [1]. hormones thyroidiennes T3 et T4 et

mécanisme d’action [2]
Le role de ces hormones a été initialement mis

en évidence par diverses études portant sur des retards développementaux causés par un défaut
dans la sécrétion des HTs tels que I’hypo ou I’hyperthyroidie [2]. Le cancer de la thyroide, selon
I’atteinte et le type histologique, lui aussi, peut entrainer un dysfonctionnement de I’organe. Il
est dans ce cas nécessaire chez certains patients ayant subi une thyroidectomie totale ou
résection totale de la thyroide, d’apporter une supplémentation hormonale étant donné

I’importance des HTs dans les processus physiologiques.

2.a) Contrdle de la synthése des HT's : boucle de
rétrocontrole négatif

La sécrétion des hormones thyroidiennes T3 et T4 est controlée par 1’action d’une hormone

sécrétée par ’hypophyse, la TSH (Thyroid-Stimulating Hormone).

La TSH ou Thyréostimuline ou encore Thyréotropine est une glycoprotéine de 30 kDa sécrétée
par I’adénohypophyse. Elle a pour principale cible la thyroide et a pour but, la stimulation des
cellules thyroidiennes afin d’initier la synthése des HTs. En outre, elle permet aussi la

croissance et le développement de la glande thyroidienne, ainsi que le maintien d’un phénotype

16



Introduction bibliographique -

différencié. Son activité mitogéne est souvent associée a celle d’autres facteurs de croissance

en présence.

Elle est formée de deux sous-unités, une sous-unité alpha e
commune avec d’autres hormones hypophysaires comme la l
FSH (Hormone Folliculo-Stimulante), LH (Hormone ?

Lutéinisante) ou HCG (Hormone Chorionique Gonadotrope) A

et une sous-unité béta apportant la spécificit¢ de la l ®
thyréostimuline. Ces 2 sous-unités sont codées par 2 génes ?
localisés différemment au niveau chromosomique [3, 4]. ®
Thyroide
La TSH régulant I’expression de plusieurs marqueurs de l

différenciation thyroidienne et stimulant la sécrétion des

hormones thyroidiennes, son expression est alors finement l l
contrélée. La thyréostimuline est sous le contréle d’une autre

hormone, la TRH (Thyreotropin Releasing Hormone) ou

Thyréolibérine produite par les cellules de I’hypothalamus. ~ Figure 3 : Mécanisme de
rétrocontrole négatif de la

synthése des hormones
tripeptide , elle subit une série de clivage permettant thyroidiennes

La TRH est un neuromodulateur, synthétisée sous forme d’un

X Source : https://almaconsult-
I’obtention de sa forme mature. La TRH tout comme la TSH  paris.com/wp-
. content/uploads/2017/08/Thyroid-
sont régulées a leur tour par le produit dont elles contrdlent  Feedback-and-TSH png
la sécrétion a savoir les HTs (Figure 3), il s’agit d’une boucle

de rétrocontrole négatif.

2.b) Autre hormone produite par la thyroide : la
calcitonine

La calcitonine est une hormone peptidique produite par un autre type de cellules thyroidiennes
différentes de celles produisant les HTs : les cellules C. Sa fonction est aujourd’hui assez bien
connue. En effet, elle est principalement considérée comme une hormone hypocalcémiante et
hypophosphorémiante. Elle contribue a 1’homéostasie du calcium avec pour action la
diminution de la concentration plasmatique en calcium. Sa régulation est aussi différente de

celle des autres HTs puisqu’elle est produite a la suite d’une élévation du taux de calcium
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plasmatique. D’autres fonctions de la calcitonine restent a étayer selon les conditions

physiologiques ou pathologiques [5-10].

3) Histologie/Cytologie de la thyroide

Du point de vue histologique, la thyroide est organisée en de multiples unités fonctionnelles,
les « follicules thyroidiens ». Ces derniers conditionnent la synthése des HTs. Les follicules
thyroidiens sont composés d’une monocouche de cellules épithéliales nommées « cellules
folliculaires ou thyréocytes/thyrocytes ». Ces cellules folliculaires sont agencées de maniére a
délimiter une cavité contenant une substance amorphe, jaunatre et composée a 70% de
glycoprotéines. Cette cavité appelée « colloide » est le sicge de la synthése des HTs, thyroxine

(T4) et tritodothyronine (T3).

Dans cet épithélium glandulaire thyroidien, on retrouve également les cellules parafolliculaires
ou cellules C. Ces derniéres, en proportion moindre, environ 0,1% par rapport aux thyréocytes,

sont au contact de la lame basale mais sans lien avec la cavité colloidale.

Le pdle apical des cellules folliculaires présente des microvillosités et est en contact avec la

colloide tandis que le pole basal a ’opposé est en contact avec la circulation sanguine.

Espace colloide

. Follicule
Tissu vasculo-
conjonctivonerveux
) Cellules
folliculaires
~== Membrane basale
===~ Cellules folliculaires
Colloide

O\'L.Z;\

/%\ ‘ CeIIuIe C

Figure 4 : Représentation tridimensionnelle du follicule thyroidien (gauche) et Schéma

d’une coupe histologique de la thyroide (droite)
Source : hitp.//www.ipubli.inserm.fi/bitstream/handle/10608/102/Chapitre _45.html#ref-Chap45-bib2 et
https://slideplayer.fr/slide/3274674/
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Entre les follicules, on retrouve d’autres types cellulaires baignant dans un tissu vasculo-
conjonctif ou stroma, parmi lesquels, les fibroblastes constituant principalement le stroma, les
cellules endothéliales formant le lit vasculaire, les cellules du systéme immunitaire entre autres
(Figure 4).

Une variation morphologique des

cellules folliculaires et donc des Follicules au repos Follicules en activité

. L . Cellules

follicules thyroidiens est observée s parafoliculaires
P TIRR < - ,responsables de

selon leur degré d’activité. En effet, . %, 5/4a calcitonine

lorsque les thyréocytes sont actives, g ety

c’est-a-dire, stimulées notamment par " W ', & W

I’axe hypothalamo-hypophysaire ~ * \'.' " ity

hormonal avec pour but 1’activation ‘i 2 Colloide

de la sécrétion des hormones s & . Cellules epitheliales

W’ " X 3 responsables de la
thyroidiennes, elles  deviennent ) J secrétion de T4 et

cylindriques et augmentent de volume
afin de permettre le développement
des organites responsable de la

synthése protéique.

Conjointement, une diminution du

volume de la cavité colloidale est  Fioyre 5 : Variation de morphologie des cellules

souvent observée, corrélée avec une folliculaires selon leur état d’activation
o . . (a) (b) Coupe histologique et représentation schématique des
apparition de vacuoles de résorption cellules folliculaires respectivement au repos et en activité.
. . 5 Source : http://histoblog.viabloga.com/texts/la-glande-thyroide et
au niveau aplcal' Al Imverse, 10rsque https://causam.fr/index.php/medecine-et-sante-encyclopedie/1174-glande-

. . thyroide-anatomie-et-fonctions
les cellules folliculaires sont peu

stimulées et donc hypo-actives, on constate un aplatissement ou réduction de la taille cellulaire,
une diminution du nombre d’organites et en paralléle une augmentation du volume colloidal

(Figure 5).

La synthése des HTs est dépendante de la polarité des cellules qui conditionne I’adressage de

protéines membranaires spécifiques.
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4) Métabolisme de I’iode et synthése des HT's

La thyroide est le seul organe du corps humain qui capte et concentre 1’iode. Cet oligoélément,
issu de I’alimentation, est un régulateur de la fonction thyroidienne. Il est indispensable a la
synthése des HTs, T3 et T4. Ce sont les seules hormones de 1’organisme a posséder dans leur

structure moléculaire des atomes d’iode indispensables a leur fonctionnalité.

Les cellules thyroidiennes extraient et concentrent I’iode du plasma. La cellule maintient une
concentration de 20 a 50 fois supérieure a celle du plasma qui est d’environ 50 a 100 pg/L.
L’iode est présent dans la thyroide sous forme d’anion iodure I". Ce dernier est couplé a la
protéine précurseur des HT's puis est stocké sous cette forme dans la cavité colloide en attente
d’un stimulus (activation de la signalisation TSH) permettant la syntheése des HTs ; cette
réaction est appelée organification de 1’iode. Le transport de 1’iode est donc un processus
essentiel pour la fonction thyroidienne, il est assuré par la protéine NIS (Natrium/Iodide ou

Na*/I' symporteur).

5) Marqueurs de différenciation : protéines nécessaires a la synthese des
HTs

5.a) NIS (Na*/I' symporteur) : indispensable au transport
de I’iode

Marqueur de différenciation d’une importance capitale et localisé au pole basal des cellules
folliculaires, le NIS est un symporteur. Il permet le transport actif des ions iodures (I') couplé
au sodium (Na"), de la circulation sanguine a la cellule folliculaire. Le NIS est une
glycoprotéine codée par le géne SLCSAS. Plusieurs études ont montré que différentes mutations
de ce geéne ¢étaient corrélées a des physiopathologies thyroidiennes comme I’hypothyroidie

congénital.

Le NIS assure le transport actif de 1’iode en utilisant la translocation des ions sodiques (Na*)
via le gradient électrochimique généré par la pompe Na'/K* ATPase présente a la membrane
des cellules folliculaires (Figure 12). Le fonctionnement de cette derni¢re implique aussi la
présence de canaux K* voltage-dépendant tel que KCNQI/KCNE?2 afin d’assurer le maintien
du potentiel membranaire des cellules folliculaires. L’étude des mécanismes de transport

ionique au sein de cette protéine a permis de montrer 1’existence d’une inhibition compétitive

20



Introduction bibliographique -

de ce transporteur par certains types d’anions tels que le perchlorite (ClO47), molécule aussi
retrouvée dans certains polluants environnementaux [11-14]. Cette derniére est d’ailleurs
commercialisée sous forme de perchlorate de sodium. En bloquant le site actif du NIS elle est

essentiellement prescrite en cas d’hyperthyroidie ou d’exces de sécrétion des HTs.

Le clonage du NIS en 1996 a permis la modélisation, la cristallisation et la caractérisation de
la protéine. Ainsi, cette dernicére est composée de 643 acides aminés et comporte 13 domaines
transmembranaires avec I’extrémité N-terminale du coté extracellulaire et I’extrémité C-

terminale du c6té intracellulaire [12, 13] (Figure 6).

| Colloid
l \ Apical membrane

‘ \\ extracellular
\\ Thyreocyte NH Q
\
\\ --------- 000
“ | Basement membrane || <~ ©OCO0000N SEEE88

W Plasma intracellular COOH

Figure 6 : Structure du NIS (Na*/I' symporteur) [419]
(a)Localisation du NIS au péle basal des cellules folliculaires, symport de 2Na* et I'. (b) Structure du NIS
avec 13 domaines transmembranaire. En vert : sites de glycosylations.

Synthétisée dans le réticulum endoplasmique (RE), elle subit une maturation comprenant une
série de phosphorylations et glycosylations et présente un poids moléculaire apparent final
d’environ 85 kDa. Cette maturation est nécessaire et indispensable au trafic et a la localisation
membranaire basale du NIS. Concernant le lien entre la localisation du symporteur et son état
d’activation, la majorité des études montrent que 1’activité de cette protéine est étroitement lic¢e
a sa localisation membranaire, c¢’est-a-dire qu’elle est fonctionnelle uniquement a la membrane

plasmique.

Quelques mutations ont été identifiées, elles entrainent pour la majorité une diminution de
’activité du NIS en raison d’une rétention intracellulaire ou d’une protéine non fonctionnelle

avec une incapacité pour la thyroide de fixer I’iode [11,15].

Le transporteur de ’iode est exprimé dans d’autres tissus autres que la thyroide avec une

expression entre autres dans les glandes salivaires, la muqueuse gastrique, la glande mammaire
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uniquement lors de la lactation, le placenta et les reins avec toutefois des fonctions qui restent

a étre élucidées.

Dans les glandes salivaires, la présence du NIS aurait deux fonctions ; elle contribuerait
premiérement a recycler les ions iodures des composés iodés des tissus périphériques afin de
les réintroduire par la salive et deuxiémement a participer a la défense
antimicrobienne/antibactérienne en fournissant 1’ion iodure, substrat de certaines enzymes du
systtme immun. Dans la muqueuse gastrique, le transporteur de 1’iode serait nécessaire a
I’absorption des ions iodures issus de I’alimentation et a I’inverse a leur excrétion par les reins.
L’ ARN messager du NIS a été détecté dans plusieurs autres tissus extra-thyroidiens comme les
ovaires, [’utérus, le colon, les poumons et bien d’autres mais la présence et la fonction de la
protéine dans ces tissus n’ont pas encore €t¢ caractérisées [16,17]. Les mécanismes controlant
I’expression du NIS dans ces tissus extra-thyroidiens restent a clarifier. Un exemple d’organe
ou la présence, la fonction et la régulation du NIS ont été clarifiées : la glande mammaire en
période de lactation. Certaines é¢tudes ont montré que la présence du symporteur dans la glande
mammaire uniquement en période de gestation et lactation est nécessaire pour acheminer 1’iode
de la mere a I’enfant et ainsi permettre la synthése des HTs par ce dernier. Selon d’autres
travaux, effectués en particulier chez la souris, il a ét¢ montré que 1’expression du NIS est
controlée dans ce tissu par certaines hormones comme I’ocytocine, la prolactine et les
cestrogénes [18-20]. Toute ces données suggeérent que les mécanismes de régulation de

I’expression du NIS sont tissus-spécifiques.

5.a.1) Régulation de I’expression du NIS

% Régulation par la TSH

Le NIS, comme d’autres génes de différenciation est régulé positivement par la TSH de maniére
transcriptionnelle. De multiples études ont permis d’affirmer qu’il y a une synthése de novo de
NIS apres activation de la signalisation TSH. D’autres auteurs ont montré que la demi-vie de la
protéine NIS était de 5 jours en présence de TSH et 3 en son absence, confirmant ainsi
I’implication de la TSH dans la stabilit¢ du NIS. La thyréostimuline contrdle aussi via des
modifications post-traductionnelles, et principalement par phosphorylation, la maturation, la
stabilisation et la relocalisation a la membrane plasmique de vésicules de stockage contenant le

NIS [13, 21-24]. A Dinverse, en absence de TSH, on observe une internalisation de ce
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transporteur iodique [25]. Les mécanismes aboutissant a cette internalisation feraient intervenir

les protéines de la machinerie d’endocytose avec notamment la formation de manteaux de
clathrines a la suite de la reconnaissance d’un motif di-leucine. D’autres hypothéses ont été
émises mais le mécanisme d’internalisation du NIS lors d’une déprivation en TSH reste encore

a clarifier [11].

L’implication de la TSH dans la régulation de I’expression du NIS a été tres étudiée et 1’est

encore. Depuis, il a été montré que d’autres facteurs intervenaient dans cette régulation.
% Régulation par l’iode

En effet, le principal facteur régulant I’accumulation de I’iode dans la thyroide et donc I’activité
du NIS, autre que la TSH, est I’iode lui-méme puisqu’il a ét¢ montré que de fortes doses en
iode diminuaient la fonction thyroidienne et la biosynthese des HTs. Wolff et Chaikoff [26] ont
montré en 1948 que I’organification de 1’iode était perturbée lorsque le niveau plasmatique et
intra-thyroidien de cet oligo-¢lément était élevé, cette découverte est aujourd’hui connue sous
le nom de I’effet Wolff-Chaikoff (Figure 7). Ce mécanisme a permis d’envisager un schéma
thérapeutique dans lequel une forte administration d’iode pouvait abolir les effets observés dans

certaines pathologies thyroidiennes comme I’hyperthyroidie (sécrétion élevée des HTs).

L’effet Wolff-Chaikoff est inhibé dés lors ou 1’on expose les cellules thyroidiennes au
méthimazole (MMI) qui est un inhibiteur de la thyroperoxydase (TPO), enzyme responsable de
I’organification de 1’iode et donc de la synthése des HTs. Ces données suggérent que 1’effet
Wolff-Chaikoff est médi¢ par des composants intracellulaires iodés [27, 28]. Parmi les
composants iodés, on retrouve notamment les iodolipides qui sont connus pour avoir un effet

inhibiteur sur I’adénylate cyclase, enzyme de la signalisation TSH et sur la TPO [29].

T - Composés iodés ? l Biosynthése de
e
T T3/14
MMI
EFFET WOLFF-CHAIKOFF
|} TransportI- .

Chroni > Restaurationde la

r;mque } NIS messager et protéine — biosynthése T3/T4

I

ECHAPPEMENTA LUEFFET
WOLFF-CHAIKOFF

Figure 7 : Illustration de I’effet Wolff-Chaikoff

Les composés iodés sont les protéines, lipides et molécules des cellules folliculaires présentant un ou
plusieurs atomes d’iode dans leur structure ; MMI : méthimazole inhibiteur de la TPO, enzyme catalysant la
synthese des HTs ; I : ion iodure

23



Introduction bibliographique -

Quelques auteurs ont observé par la suite, une diminution de I’expression du NIS au niveau
transcriptionnel et protéique lors d’un traitement chronique et aigu des cellules thyroidiennes
aux ions iodures en exces, ce qui pourrait en partie expliquer la restauration de la captation

d’iode.

Au bout du compte, I’effet Wolff-Chaikoff est considéré aujourd’hui comme un processus
d’autorégulation visant a protéger la thyroide des effets délétéres d’un exces d’iode et assurant

ainsi un contrdle de la captation de 1’iode pour la biosynthése des HTs.
% Régulation par [’cestradiol

Il a ét¢ montré sur une lignée thyroidienne de rat que les cestrogénes entrainent une
augmentation de la croissance cellulaire, et cela associ¢ a une diminution de I’expression du
NIS et de la captation de I'iode [30, 31] en présence et en absence de TSH, avec pour
conséquence un dysfonctionnement dans la biosynthese des HTs. Chez ’homme, on observe
un dimorphisme sexuel dans la survenue de certaines pathologies thyroidiennes et notamment
le goitre a savoir une hyperthrophie de la thyroide en lien avec une carence en iode. Il a été
proposé que la prévalence du goitre plus élevée chez la femme par rapport a I’homme était en
partie due a I’action des cestrogeénes sur I’expression du NIS et la croissance cellulaire. Les
¢tudes sur le sujet sont trop peu nombreuses et le mécanisme par lequel les cestrogeénes

influencent la fonction thyroidienne reste a éclaircir.

Une corrélation positive a été établie entre les cestrogenes et I’augmentation de 1’expression du
NIS dans des situations pathologiques comme les tumeurs malignes du sein [32] et 1a encore

les mécanismes sont a approfondir.
% Régulation par les cytokines et facteurs de croissance

Outre la TSH, certaines hormones et ’ion iodure, il a ét¢ montré que les cytokines, protéines
libérées par le systéme immunitaire, jouent un rdle dans la modulation de I’expression du NIS
et dans la fonction thyroidienne. Les cytokines impliquées dans ce processus sont produites a
la fois par les cellules immunitaires infiltrantes et les cellules folliculaires. Parmi les cytokines
étudiées, il a ét¢ démontré que le TNF-a (Tumor necrosis factor- a), le TNF-B, I'IFN-y
(Interferon-vy), IL-1a (Interleukine -1 o), IL-1p, IL-6 et le TGF-B1 (Transforming growth factor-
B1), entre autres, exercent via des actions différentes un effet inhibiteur sur la fonction

thyroidienne via la diminution de I’expression du NIS et de la captation de I’iode [33-36].
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La plupart des études illustrent un effet de ces facteurs sur I’expression du NIS au niveau

transcriptionnel mais d’autres établissent le fait que certains de ces facteurs ont un effet sur le
NIS et la captation de I’iode de manicre indirecte en agissant sur les protéines associées au
fonctionnement du transport de 1’iode. En effet, A.E.Pekary et ses collaborateurs ont indiqué
que le TNF-a et le TGF-B1 diminue 1’expression et I’activité de la pompe Na+/K+ ATPase,
perturbant ainsi le potentiel membranaire au sein de la cellule folliculaire et I’activité du NIS
[37]. 1l a été montré que ’IFN-y inhibe la production d’AMPc (Adénosine monophosphate
cyclique), effecteur de la signalisation TSH sur des cellules thyroidiennes humaines en culture
[38]. Le TGF-B, tres étudié, intervient dans la répression du NIS de différentes maniéres.
Comme les autres cytokines, il intervient au niveau transcriptionnel en empéchant I’interaction
d’un facteur de transcription, PAXS8 (Paired box gene 8), aux régions promotrices du geéne
SLC5AS5 codant pour le transporteur de 1’iode [39] et cela en séquestrant ce facteur de
transcription via une interaction protéique. Cet effet du TGF-f sur I’expression du NIS a été
observé non seulement dans la thyroide mais aussi dans la glande mammaire en période de

lactation [40].

L’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) est un facteur de croissance impliqué notamment dans
le métabolisme et la croissance cellulaire, sa sécrétion est dérégulée dans de nombreuses
situations pathologiques. Dans la thyroide, tout comme le TGF-B, I’'IGF-1 inhibe 1’expression
du NIS en altérant la liaison de PAX8 au promoteur du géne codant ce dernier [19]. Dans des
thyrocytes primaires, il a ét¢ montré dans d’autres conditions, que I’'IGF-1 augmente
I’expression du NIS induite par la TSH via un cross-talk entre les deux signalisations [41, 42].
Des études complémentaires restent nécessaires afin de déterminer les mécanismes précis de

I’implication de ces différents facteurs dans la régulation du NIS.

5.b) Organification de I’iode et biosynthése des HTs : réle
de la TPO (Thyroperoxydase)/systéeme générateur de
peroxyde d’hydrogéne (H20:) et de la Tg
(Thyroglobuline)

5.b.1) Thyroglobuline : précurseur des HTs

La thyroglobuline (Tg) est une glycoprotéine exclusivement exprimée par les cellules
folliculaires. Elle est le précurseur des HTs puisque ces derniéres sont formées apres une série

de modifications post-traductionnelles de la Tg, dont I’oxydation de 1’iode suivie de 1’iodation

25



Introduction bibliographique -

de certains résidus tyrosines. La syntheése des hormones thyroidiennes est dépendante de la
disponibilité cellulaire en iode et en molécules oxydatives tels que le peroxyde d’hydrogene

(H20,), formé a partir de dioxygene (O»).

L’expression de la Tg tout comme d’autres marqueurs de différenciation, est sous le controle

de la TSH au niveau transcriptionnel [43, 44].

La Tg est une protéine d’environ 660 kDa, traduite dans le réticulum endoplasmique puis
excrétée et stockée dans la cavité colloidale. A elle seule, elle représente 95% des protéines de

cette cavité.

Tout au long du trafic vésiculaire, elle subit une série de modifications post-traductionnelles
telles que glycosylation, sulfatation, phosphorylation et iodation, ce qui va lui permettre
d’acquérir une forme mature avant d’étre relarguée dans I’espace colloidal via un processus
d’exocytose. Quelques études ont montré que I’acquisition de la structure quaternaire de la
thyroglobuline est nécessaire pour un export efficace vers 1’espace colloidal et que la TSH
favorise le bon repliement de la protéine en influant sur la mise en place des modifications post-
traductionnelles [45-47]. Plusieurs protéines chaperonnes du RE et de 1’appareil de Golgi sont
nécessaires au repliement de la protéine. En plus des modifications post-traductionnelles, la Tg
subit dans son extrémité N-terminal des clivages protéolytiques a des sites discrets. La fonction
biologique de ces clivages n’est pas completement ¢lucidée mais elle permettrait entre autres
de produire des peptides iodés riches en hormones, et de faciliter par la suite la protéolyse et le
relargage des HTs de la Tg. Tout comme de multiples processus cellulaires intervenant dans la
biosyntheése des HTs, les clivages sont aussi accentués par 1’activation de la signalisation TSH

[48].

Des mutations du géne codant la Tg, responsable d’un phénotype d’hypothyroidie (défaut dans
la sécrétion des hormones thyroidiennes) ont démontré la nécessité du repliement protéique

optimal de la thyroglobuline pour la production des hormones thyroidiennes [43, 45, 46].

La Tg, dans sa forme mature est observée sous forme d’homo-dimere, elle est envoyée dans la
cavité colloidale via des vésicules d’exocytose et ce processus est aussi contrdlé positivement

par la TSH.
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5.b.2) Thyroperoxydase (TPO) : enzyme responsable de la
synthese des HT's

La thyroperoxydase est I’hormone clé de I’hormonogenése puisqu’elle catalyse le couplage

oxydatif et I’iodation de résidus tyrosines de la Tg (réaction d’organification).

Plusieurs mutations du geéne de la TPO sont responsables de formes d’hypothyroidies
congénitales due a un défaut d’organification de I’iode et de la syntheése des HTs. Il en est de
méme pour certaines maladies auto-immunes impliquant la présence d’auto-anticorps contre

cette protéine.

La TPO est une hémoprotéine glycosylée de poids moléculaire de 110 kDa et transportée a la
membrane apicale via des vésicules d’exocytose. Comme pour la Tg elle subit tout au long de
son trafic vésiculaire une série de modifications post-traductionnelles permettant son
expression a la membrane apicale et son activité. La glycosylation, dimérisation et la liaison
héminique sont décrites comme des modifications post-traductionnelles qui permettent un
repliement correct de la protéine, son expression a la membrane plasmique apicale, ainsi qu’
une bonne activité enzymatique. Il a ét¢ montré que la TPO subit un clivage protéolytique a
I’extrémité N-terminale lors de sa maturation mais les avis divergent sur le role de ce clivage
dans la fonction de la protéine [80, 81]. D’autres protéines interviennent dans le repliement et

I’adressage de la TPO [54, 55].

Comme toute peroxydase la TPO nécessite de I’'H>O> pour son activité. La NADPH oxydase
DUOX2 (Dual oxydase 2) associée a la TPO produit cet H>O, nécessaire et essentiel a la
production des HTs.

Il est a noter que le maintien de la TPO a la membrane apicale est nécessaire pour son activité.
La TPO est immuno-précipitée avec DUOX2, leur association a la membrane est fondamentale
pour la synthése des HTs. La proximité entre ces deux protéines permet aussi de protéger les
cellules thyroidiennes contre d’éventuels dommages causés par la production d’H>O»
extracellulaire. En effet, la TPO, en consommant I’H>O, méme en absence de 1’iode, permet de
diminuer la concentration de ces molécules oxydatives. Cependant, TPO et DUOX2 sont

sensibles a 1’oxydation et sont inhibées par des concentrations excessives d’H>O; [82, 83].

Plusieurs transcrits de TPO de différentes tailles et issus d’épissages alternatifs différents ont

été détectés dans la thyroide normale, la raison a cela est toujours inconnue. Certains de ces

27



Introduction bibliographique -

transcrits produisent des protéines inactives et sont alors retrouvés et impliqués dans certaines

pathologies comme I’hypothyroidie congénitale [55].

L’expression de la TPO comme pour I’expression du NIS, de la Tg et du récepteur a la TSH, le
TSHR (Thyroid-Stimulating Hormone Receptor) est régulée positivement par la TSH, ainsi que
son exocytose. L’ion iodure via I’effet Wolff-Chaikoff régule négativement 1’expression de la

TPO [84].

La TPO est majoritairement retrouvée dans la thyroide mais son expression a été découverte
dans d’autres tissus extra-thyroidiens comme la peau, les reins, le thymus, le cceur, le tissu
orbital et les tissus cancéreux et normaux du sein entre autres. La fonction de cette enzyme dans
ces différents tissus n’est pas complétement élucidée mais la présence d’auto-anticorps contre
la TPO serait impliquée dans des pathologies de type inflammatoire a ces différents niveaux

[85-90] .

En bref, la TPO est une enzyme qui requiere comme substrat trois éléments essentiels a la

synthése hormonale qui sont la Tg (précurseur), I’iode et le peroxyde d’hydrogene H>O».
6) Réaction d’organification de I’iode

Dans I’espace colloidal, la premicre étape de la biosynthése des HTs fait intervenir une réaction
d’oxydation. La TPO, elle-méme, subit une oxydation grace a la présence dans sa structure de
quatre acides aminés conservés entre les différentes peroxydases, et situés dans
I’environnement de la poche structurale ou est localis¢ 1’héme. Il est a noter que la liaison
covalente de I’héme a la Tg nécessite aussi une réaction d’oxydation. L’iode est ensuite oxydé
par la TPO pour former une espéce réactive d’iode qui se lie a des résidus tyrosines spécifiques
de la Tg et cela via un transfert d’électrons entre divers acteurs, I’héme, les molécules H>O», la
Tg, la TPO et I’iode. A la suite de ces réactions, des molécules de MIT (mono-iodotyrosines)
avec une molécule d’iode par tyrosine, ou DIT (di-iodotyrosines) avec deux molécules d’iodes
par tyrosine sont obtenues au sein de la Tg. Ces composés sont alors les précurseurs des HTs,
T3 et T4, puisque la T3 est formée par I’assemblage entre une molécule de MIT et DIT tandis
que la T4 est formée par le couplage de deux molécules DITs (Figure 8). Cette association est
rendue possible grace a plusieurs étapes enzymatiques dont le transfert d’un groupement
iodophenoxyl entre les molécules et ce transfert nécessite la encore plusieurs réactions
d’oxydations. Les HTs ainsi que les précurseurs inactifs MIT et DIT sont alors libérés de la Tg

par protéolyse.
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Figure 8 : Etapes de la synthése hormonale thyroidienne (T3 et T4)

La T3 est considérée comme I’hormone thyroidienne active mais dans les conditions
physiologiques, c’est surtout la T4 qui est majoritairement formée dans la thyroide [48]. La T3
est synthétisée a partir de la T4 par P’action d’ enzymes de type desiodase, DIO1/2 (5°-
iodothyronine désiodinase de type 1 ou 2). Ces derniéres sont observées sous forme dimérique
et sont présentes dans de multiples tissus extra-thyroidiens [91]. En fin de compte, la
disponibilité de 1’organisme en T3 dépend de sa teneur dans la molécule de Tg, mais aussi de

I’activité des iodothyronine désiodinases.

En dernier lieu, il a été observé une iodation de certains résidus tyrosines de la Tg, différents
de ceux catalysés par la TPO. Cette iodation indépendante de la TPO aurait une fonction

physiologique en permettant le stockage de 1’iode dans la thyroide [92].
7) Systéemes générateurs de H20; : DUOX1/2

Depuis longtemps, il a été démontré que les cellules folliculaires ou thyréocytes produisaient
du H2O2 a la membrane apicale et cela de manic¢re dépendante du calcium et du NADPH

(Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). Ce n’est que plusieurs années apres que le lien
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entre cette fonction et I’identification des enzymes DUOX1/2, anciennement appelées Thyroide
oxydases, responsables de cette génération de peroxyde d’hydrogéne a été établi [49, 50]. Elles
font parties de la famille des NADPH Oxydases (NOXs) qui comporte au total 7 membres et
ont pour unique fonction la production d’especes radicalaires et non radicalaires regroupées
sous le nom d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS). La famille des NADPH oxydases sera

décrite ultérieurement.

Du point de vue structural, en plus de leur domaine d’homologie avec les autres membres de la
famille des NADPH oxydases, elles comportent une région « EF hand » permettant la fixation
du calcium et un septiéme domaine transmembranaire du c6té de ’extrémité N-terminale,
comportant une certaine homologie avec les protéines de type peroxydase. La fonction de ce
domaine peroxydase-like reste a éclaircir mais il semble néanmoins essentiel dans la
biosynthese des HTs puisque les patients présentant une mutation dans ce domaine développent

une hypothyroidie [50]. Les DUOXs Peroxidase

Homology Domain

sont des protéines glycosylées de masse
moléculaire comprise entre 180-190 7 - —

kDa (Figure 9).

DUOX1 et DUOX2 sont toutes deux %

fortement exprimées dans la thyroide.

DUOXA1/2
€

NADPH

Dans les thyréocytes, DUOXI1 et

' DUOX1/2

EF Hand Domain

DUOX2 sont localisées a la membrane

apicale. Des quantités substantielles de
Figure 9 : Structure des Dual-oxydases 1/2 [51]

7 domaines transmembranaires dont un domaine avec une
le RE. La localisation apicale de ces  homologie avec les protéines de la famille peroxydase. La

. boucle EF permet la fixation de Ca**. Présence
enzymes est favorisée par la présence de obligatoire des facteurs de maturation DUOXAI1/2 pour
lactivité des DUOXI1/2. Production d’Oz par la forme
immature et de H>O: par la forme mature.

ces protéines sont aussi retrouvées dans

partenaires  dits de  maturation
empéchant leur rétention dans le RE
[52]. DUOAXI et DUOXAZ2 sont respectivement les partenaires de maturation de DUOX1 et
DUOX2. Les genes DUOXA1/DUOXA?2 sont localisés sur le chromosome 15 dans la région
intergénique des geénes DUOX1/DUOX2. Ces facteurs de maturation sont des protéines
transmembranaires (5 segments transmembranaires) glycosylées de respectivement 320 et 343
acides aminés. Il est a noter que les DUOXs ne nécessitent pas la présence de sous-unités
cytosoliques pour leur fonctionnement contrairement a d’autres NADPH oxydases telles que la

NADPH oxydase de phagocyte.
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Certaines études ont montré que la maturation et I’adressage des DUOXs a la membrane apicale

font intervenir des interactions avec d’autres acteurs. D.Wang et ses collaborateurs ont montré
par exemple une colocalisation des DUOXs dans le RE avec EFP1 (EF-hand binding protein
1), facteur d’¢élongation protéique, cette interaction favoriserait le repliement et la maturation
des DUOXs [53]. Cavl, protéine d’ancrage et principal composant des microdomaines
lipidiques ou raft lipidiques a la membrane plasmique, a été trouvée comme intervenant dans

I’adressage et le maintien a la membrane plasmique apicale de DUOX2 et TPO [54, 55].

Sur la base de leur homologie avec NOX2, la sous-unité catalytique de la NADPH oxydase de
phagocytes, les DUOXs devraient produire de 1’anion superoxyde. Cependant, une génération
de peroxyde d’hydrogene par les thyréocytes a été détectée dans de nombreuses études. Des
récents travaux ont montré que la forme immature et partiellement glycosylée de DUOX2
génere de I’anion superoxyde en intracellulaire tandis que la forme mature génére du H20: [56,
57]. Les auteurs pensent donc que la présence dans la structure des DUOXs de la boucle
extracellulaire « A-loop » qui permet I’interaction avec des facteurs de maturation entrainant le
repliement, 1’adressage subcellulaire correct des enzymes et les modifications post-
traductionnelles (glycosylation) favorisent la dismutation intramoléculaire de 1’anion
superoxyde en peroxyde d'hydrogeéne. Le calcium est le principal régulateur de ’activité des

DUOXs.

Il est dorénavant admis que c’est le peroxyde d’hydrogeéne généré par DUOX2 qui est utilisé
par la TPO pour la biosyntheése des HTs puisque toutes les études mutationnelles concernant
DUOX2 mettent en évidence une hypothyroidie sévere associée a son absence d’activité ;
DUOXI1 ne restaurant pas le phénotype muté. La découverte de mutation bi-allélique dans le
géne de DUOXAZ2 chez un patient hypothyroidien renforce le role du complexe DUOX2-
DUOXAZ? dans la biosynthése des HTs. De plus, la production d’H>0, par DUOXI1 est plus
faible et les souris déficientes en DUOXI1 ne présentent pas un phénotype d’hypothyroidie.
Néanmoins I’inactivation de DUOX2 chez les souris ne conduit qu’a un défaut partiel de
I’organification de 1’iode par la TPO suggérant que le complexe DUOX1-DUOXA1 pourrait

avoir un role compensatoire [58, 59].

DUOXI. DUOXI a été décrit dans d’autres tissus extra-thyroidiens tels que les épithéliums des
voies respiratoires [60-62], les glandes sécrétrices (dont la glande salivaire), la surface de

certaines muqueuses (rectum, trachée, bronches) et certains types cellulaires comme les
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kératinocytes, certaines cellules immunitaires dont les lymphocytes T, B et macrophages...

avec un rdle dans la signalisation cellulaire et 1’activité antimicrobienne [62, 63].

Les DUOXs sont des enzymes dont I’expression est inductible [64]. Dans la thyroide,
I’expression de DUOXI1 est régulée positivement par 1’effecteur de la signalisation TSH,
I’AMPc [65]. Sabrina.Rigutto et ses collaborateurs ont montré de plus, que PKA, protéine
kinase de la signalisation TSH controle positivement [’activation de DUOXI1 par

phosphorylation [66].

DUOX1 est aussi impliquée dans de nombreux processus pathologiques. Elle intervient dans la
carcinogenese thyroidienne, et spécialement dans les cancers radio-induits. La génération de
ROS associée a son expression contribue a la mise en place d’instabilités génétiques [67-69].
Dans les mécanismes physiopathologiques, ses effets sont pléiotropes et les mécanismes de son

implication sont a approfondir.

DUOX?2. Les tissus extra-thyroidiens dans lesquels est exprimée DUOX2 sont tout aussi variés,
on I’y retrouve dans les mémes tissus ou 1’on retrouve DUOX1 comme le long du tractus gastro-
intestinal, les glandes salivaires, la surface de certaines muqueuses (rectum, trachée, bronches),
les épithéliums des voies respiratoires, les kératinocytes, on 1’y retrouve aussi dans le pancréas,
la prostate, le foie [62, 70, 71-73]. Tout comme DUOX1, DUOX2 est retrouvée au niveau
membranaire apical pour les cellules épithéliales. Dans les conditions physiologiques, les ROS
générées par DUOX2 interviennent dans la signalisation cellulaire et la défense immunitaire.

Elle est aussi impliquée dans des processus carcinogenes [62].

L’expression de DUOX2 est inductible [64, 74-77]. L’iode régule négativement 1’expression
de DUOX2 (effet Wolff Chaikoff) [78, 79]. Certains travaux démontrent un effet de la
forskoline, activateur de I’adénylate cyclase sur I’expression de DUOX2 notamment avec une
augmentation du messager [77]. Sabrina Rigutto et ses collaborateurs ont montré une
augmentation de la production de H20O> générée par DUOX2 aprés phosphorylation par la

protéine kinase PKC aussi activée par la signalisation TSH [66].

8) Endocytose, clivage protéolytique de la Tg et relargage des HT's

La biosynthese des HTs nécessite non seulement une disponibilité en ion iodure mais aussi son
adressage a la cavité colloidale, lieu de synthese de ces hormones. L adressage optimal de 1’iode

est rendu possible grace a la présence de transporteurs au pole basal et apical de la cellule. Au
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pole basal, on retrouve le NIS comme décrit précédemment et au pdle apical, plusieurs protéines

semblent étre impliquées dans I’efflux de I’iode.

Efflux de I’iode. Plusieurs protéines ont été décrites dans la littérature comme intervenant dans
I’efflux de I’iode au niveau apical. Parmi ces protéines, on retrouve la pendrine, I’ Anoctamine-
1 et SLC26A7. Elles ont toutes été localisées au pdle apical des thyréocytes et leur perte de
fonction ont été associées a un défaut partiel d’organification de I’iode. Aucun phénomeéne de
compensation n’a été observé et les données concernant une potentielle régulation par la TSH

sont a approfondir.

Relargage des HTs. A la suite de la réaction d’organification, la T3 et T4 stockées dans la
lumicre colloidale doivent subir différents processus de maturation, tout en étant transportées
selon un schéma spécifique a la cellule thyroidienne, dans le but d’étre relarguées dans la

circulation au pdle basal des cellules.

T3 et T4 sont premi¢rement internalisées par un processus de micropinocytose, qui consiste en
la formation de petites vésicules contenant du matériel colloidal via la mise en place de
pseudopodes ou invaginations membranaires consécutives a un réarrangement du cytosquelette.
Tout comme le fait que 1’exocytose de la Tg soit un phénomene régulé par la TSH, il en est de
méme pour les mécanismes d’endocytose, puisque la libération des HTs fait partie d’un

processus hautement controlé [93, 94].

A la suite de I’endocytose, on observe plusieurs voies d’adressage pour les vésicules
internalisées. Ces derniéres peuvent fusionner avec des vésicules lysosomales afin de permettre
la libération des hormones T3 et T4 ou encore étre dirigées dans le réseau de synthése et
maturation protéique a des fins de recyclage ou encore étre dirigées vers les voies de la
dégradation ou encore étre adressées directement au pdle basal des cellules via un mécanisme

de transcytose [95].

Avant d’étre relarguées dans la circulation sanguine au pdle basal des thyréocytes, les HTs T3
et T4 doivent étre libérées du noyau de la Tg par protéolyse. Cette derniére a lieu lors de la
fusion des endosomes avec des lysosomes contenant le matériel de protéolyse. Les cathepsines
localisées a la fois dans la cavité colloidale et dans le systéme endosomal des thyréocytes ont
¢été identifiées comme intervenant dans le processus de protéolyse de la Tg. Leur activation

dépend essentiellement du pH. La présence de cathepsines dans la lumiére colloidale permet
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d’amorcer la protéolyse de la Tg [96]. Les cathepsines de type B, K, L, S, D, E, C, H, V sont

exprimées dans la thyroide et impliquées dans la protéolyse de la Tg [97-105].

Certaines ¢tudes ont montré que la TSH intervient dans le relargage des HTs via la régulation
de Dactivité protéolytique des thyréocytes en modulant positivement I’expression des
cathepsines et/ou leur activité enzymatique et/ou leur translocation aux compartiments
lysosomaux et apicaux [97, 98, 102, 103, 105]. L’iode a un effet modulateur négatif sur la
fonction protéolytique lysosomale via la modulation de I’expression des enzymes

protéolytiques [106, 107].

La protéolyse des molécules de Tg iodées libére non seulement les hormones T3 et T4 mais
aussi les résidus iodotyrosines, les MITs et DITs. Ces derniers sont dé-iodés par I’action d’une
enzyme, I’iodotyrosine déshalogénase 1 (DEHALI) de maniére a permettre le recyclage de
I’iode et a maintenir une homéostasie iodique. Cette dernicre est régulée positivement par la

TSH et négativement par 1’iode [108-111].

Enfin, T4 et T3 sont libérées de la cellule par des transporteurs présents au niveau basal de la
membrane plasmique des thyréocytes. Le transporteur majeur pour le transport des HTs est
MCT8 (Monocarboxylate transporter §). Il est observé a la membrane basale sous forme de
monomeres, dimeres ou multiméres [112, 113]. La fonction physiologique de cette
oligomérisation est inconnue a ce jour. Dans la thyroide, une régulation au niveau
transcriptionnel de MCT8 par la TSH a été observée [114]. De plus, et comme il a été montré
précédemment, 1’exposition des cellules thyroidiennes a un exceés d’iode aboutit & un
phénomene d’auto-régulation en diminuant I’expression des protéines de la différenciation via
I’effet Wolff-Chaikoff. E.C.L de Souza et ses collaborateurs ont démontré que I’expression de
MCTS se retrouve diminuée pendant 1’effet Wolff-Chaikoff, puis se normalise lors du processus
d’échappement a cet effet au méme titre que le NIS par exemple [115]. De la méme maniére,
MCTS est régulée positivement en réponse a une déficience en iode et cette action est la

conséquence d’un processus compensatoire [116].
9) Controle de la synthése des HT's par la TSH

La TSH se lie a son récepteur TSHR (Thyroid-Stimulating Hormone Receptor) localisé comme
pour le NIS au pdle basal des cellules folliculaires et entraine via la transduction d’un signal
spécifique I’activation de la synthése et la sécrétion des HTs. Il contrdle aussi I’expression des

protéines impliquées dans la biosynthese de ces HTs.
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Le récepteur a la TSH appartient a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPQ).
Du c6té structural, il présente des homologies de séquence avec les deux autres récepteurs aux
hormones hypophysaires, FSH (Hormone Folliculo-Stimulante) et LH (Hormone Lutéinisante).
Ces domaines structuraux homologues correspondent a I’extrémité C-terminal (sous-unité
béta), cette derniére comportant 7 segments transmembranaires. Le segment N-terminal (sous-
unité alpha) quand-a lui est responsable de la spécificit¢ du TSHR.

La sous-unité béta est active constitutionnellement et son interaction avec la sous-unité alpha
la maintient dans un état inactif, de maniere-a ce que le dimere soit activé uniquement lors de
la fixation du ligand. En plus des glycosylations nécessaires au repliement de la protéine et a
son expression a la membrane plasmique, TSHR subit plusieurs autres modifications post-
traductionnelles. La palmitoylation, sulfatation, sialylation contribuent entre autres a permettre
une meilleure fixation du ligand, la localisation a la membrane plasmique ou encore participent
aux processus de désensibilisations [117]. Il a été observé, de plus, a la membrane des cellules
folliculaires des dimeres et oligoméres de TSHR, ces derniers influencent la signalisation,
I’internalisation et I’arrét du signal. Des études complémentaires pour savoir si la dimérisation

est conditionnée a la fixation du ligand sont a réaliser.

Désensibilisation du signal TSH. Les mécanismes de désensibilisation et d’arrét du signal TSH
sont encore a I’étude mais parmi ces mécanismes, on retrouve ceux intervenant dans la
désensibilisation des autres RCPGs. Ainsi et comme dans d’autres tissus, des protéines GRKs
(G protein-coupled receptor kinase), responsables de la phosphorylation de TSHR sont présents
dans la thyroide [118]. Il est & noter que les phosphorylations du TSHR peuvent aussi provenir
de protéines kinases en aval de la voie de signalisation du récepteur a la TSH. Les
phosphorylations sont des signaux pour le recrutement de B-arrestines, protéines adaptatrices
permettant a leurs tours le recrutement de protéines impliquées dans les processus
d’internalisations. Les vésicules contenant TSHR sont ensuite recyclées et envoyées a la
membrane plasmique aprés une stimulation TSH [119]. D’autres mécanismes de
désensibilisation dans les cellules folliculaires font intervenir les protéines RGS (Regulators of

G protein signaling) qui agissent en aval et permettent une accélération du signal.

En outre, TSHR est exprimé majoritairement dans les cellules folliculaires de la thyroide, mais
il est également exprimé en plus faible proportion dans une large variété de tissus extra-
thyroidiens incluant 1’antéhypophyse, I’hypothalamus, les ovaires, les testicules, la peau, les
reins, le systéme immun, les tissus péri-orbitaux entres autres. Plusieurs hypotheses sur le role

fonctionnel du TSHR a ces différents sites émergent [120, 121].
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9.a) Transduction du signal

La signalisation TSH-TSHR-AMPc-PKA a depuis longtemps été considérée comme la voie de
signalisation centrale pour ’hormonogenése ou biosynthése des HTs, la prolifération cellulaire
et la différenciation [122]. D’autres études ont montré que 1’activation du TSHR par de plus
fortes concentrations en TSH, pouvait aussi permettre une transduction du signal via la voie
PLC- Ca?*-PKC [123]. Plus tard, il a été montré que cette cascade de signalisation était activée

pour des concentrations physiologiques de TSH.

L’activation de TSHR implique une dualit¢ dans la transduction du signal avec a la fois
’activation de la cascade AC-AMPc-PKA et PLC- Ca?*-PKC. Le cross-talk observé entre ces
deux voies ajoute une complexité dans I’analyse des effets médiés par la TSH dans la

prolifération et différenciation thyroidienne.

Ainsi, TSH en se fixant sur son récepteur entraine un changement conformationnel et une

dimérisation permettant I’activation des protéines trimériques G associées.
o Signalisation TSH/TSHR/AC/AMPc/PKA

La sous-unité¢ Gs, se dissocie des sous-unités Gpy, via 1’échange d’un GDP (guanosine
diphosphate) en GTP (guanosine triphosphate) et entraine 1’activation de 1’adénylate cyclase
(AC). Cette derniere génére 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) qui active a son tour
la protéine kinase A (PKA) (Figure 10). PKA est une protéine kinase composée de deux sous-
unités régulatrices et de deux sous-unités catalytiques. La liaison de ’AMPc au niveau des
sous-unités régulatrices permet de dissocier et libérer les sous-unités catalytiques actives. Il a
¢été montré dans des systémes cellulaires que PKA peut elle-méme subir une phosphorylation
sur une de ses sous-unités régulatrices ce qui permettrait de créer un « état sensibilisé »
favorisant ainsi la dissociation des sous-unités [124]. PKA phosphoryle ensuite plusieurs

protéines dont des facteurs de transcription, cela aboutissant a la transcription de geénes cibles.

Un des substrats le mieux caractérisé¢ de PKA est le facteur de transcription ubiquitaire CREB
(cAMP-response element (CRE) binding protein). Celui-ci aprés phosphorylation se fixe sur
I’ADN au niveau d’¢éléments de réponse CRE (AMPc-réponse élément), permettant ainsi la
transcription de genes dont les promoteurs contiennent CRE. Dans la lignée cellulaire

folliculaire thyroidienne de rat FRTLS, il a ét¢ démontré que I’activation de CREB via PKA
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entraine I’expression de génes impliqués dans la croissance et la différenciation des thyréocytes
[125, 126].

Implication de la signalisation TSH-TSHR-AC-AMPc-PKA dans la régulation
transcriptionnelle des marqueurs de différenciation. La signalisation TSH-TSHR-AC-AMPc-
PKA est principalement décrite comme étant la signalisation de I’hormonogenése, de par son
implication dans la régulation de 1’expression de marqueurs de différenciation incluant le
transporteur de 1’iode (NIS), la Tg et la Thyroperoxydase (TPO) [127, 128] via le recrutement

de facteurs de transcription spécifiques au niveau de leurs régions promotrices.
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‘ Différenciation, Cell proliferation and survival ‘

entraine une augmentation du calcium

intracellulaire via I’ouverture d’un canal

au niveau du réticulum endoplasmique Figure 10 : Signalisation TSH/TSHR dans les
cellules folliculaires [83]

TSH en se fixant sur son récepteur au pole basolatéral
permet entres autres de mettre en place des entraine un changement conformationnel permettant
I"activation des protéines trimériques G associées. TSH
mécanismes  tel que  I’exocytose  stimule I'expression de génes impliqués dans la
différenciation et la sécretion des HTs. Selon les stimuli,
la signalisation TSH peut étre aussi impliquée dans la
production d’H,O, nécessaire a leur croissance et prolifération. AC, adenylyl cyclase;
CREB, cAMP response element binding; DAG,
synthése par exemple. L’augmentation du  diacylglycerol; ELKI, ETS transcription factor;
Ins(1,4,5)P3, inositol-1,4,5-triphosphate; NF-kB,
nuclear factor-kB; PKA, protein kinase A; PLC,

calmoduline kinase, la phosphorylation de phospholipase C ; PtdIns(4,5)P2, phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate.

(Figure 10). L’augmentation du calcium

conduisant a la libération des HTs ou la

calcium intracellulaire permet aussi via la
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cibles cellulaires et indirectement 1’activation de la PKC. Les membres de la famille PKC sont
impliqués dans la transduction de signaux intervenant dans la croissance, la différenciation,
I’apoptose. Ainsi, 1’activation de PKC conduit a la phosphorylation et I’activation de facteurs

de transcription impliqués dans ces divers processus.

Le DAG est aussi un activateur de la PKC entre autres. Les souris avec une mutation de la sous-
unité Gqq et par conséquent une déficience d’activation de la signalisation PLC- Ca**-PKC
présentent une diminution de la biosynthése des HTs en réponse a la TSH. Cependant, le fait
que cette biosynthése ne soit pas compleétement interrompue, suggere que la signalisation via
Gsq reste la voie principale de la synthése hormonale [129]. Les données indiquent aussi que
ces voies de signalisation (AC-AMPc-PKA et PLC- Ca?*-PKC) activées par la TSH contribuent

et interviennent dans I’activation d’autres circuits de signalisation.

Cross-talk signalisation TSH et autres. 11 a ét¢ montré par exemple dans les thyréocytes
humains que la signalisation MAPK (Mitogen-activated protein kinase) est activée en réponse
a une stimulation par la TSH et cela indépendamment de 1’activation de la signalisation AC-
AMPc [130]. Certains auteurs démontrent 1’existence d’un cross-talk entre les signalisations
MAPK et AC-AMPc dans la carcinogenése thyroidienne [131-133], d’autres en revanche,
montrent que I’inhibition de la signalisation AC-AMPc stoppe la croissance des cellules
cancéreuses thyroidiennes via I’inhibition de facteurs de croissance responsables de I’activation
de la signalisation MAPK [134-136]. D’autres données montrent que 1’activit¢ de PLC-PKC
médiée par TSH est augmentée dans les cancers thyroidiens, avec un impact sur la croissance

et I’invasion tumorale [136].

En conclusion, le cross-talk entre les diverses voies de signalisation et I’intégration de signaux
9

endogénes additifs apporte une complexité dans la compréhension des effets médiés par la TSH.

9.b) Régulation transcriptionnelle de la fonction thyroide :
role des facteurs de transcription PAXS8, TTF1 et
FOXE1

La biosynthése des HTs n’est possible que grace a I’expression de facteurs de transcription
permettant 1’expression des geénes codant pour les protéines décrites ci-dessus appelées

marqueurs de différenciation thyroidienne.
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Plusieurs facteurs de transcription tels que PAX8 (paired-domain protein 8), NKX2.1 (NK2
homeobox 1) encore appelé TTF-1 (Thyroid transcription factor 1), FOXE1 (forhead-domain
protein E1), NKX2.5 (NK2 homeobox 5) aussi connu sous le nom de PRH ou HHEX
(Hematopoietically Expressed Homeobox), sont des régulateurs clés du développement précoce
et sont impliqués dans le programme de différenciation des cellules folliculaires thyroidiennes.
Ces différents facteurs de transcription ont chacun une spécificité tissulaire mais leur expression
conjointe dans les précurseurs des cellules thyroidiennes et 1’organe thyroidien est essentielle
d’une part a I’organogenese thyroidienne et au maintien du phénotype différencié. Nous nous
intéresserons plus particulicrement a TTF-1, PAXS8 et FOXE]1 car ils ont ét¢ décrits comme
régulant I’activité transcriptionnelle de la Tg, la TPO, du NIS et de TSHR. Les données
concernant NKX2.5 dans le mécanisme de différenciation sont plus limitées. 1l est
essentiellement exprimé pendant I’embryogenése et semble intervenir dans le contrdle de
I’expression des autres facteurs de transcription durant cette période selon un schéma spatial et
temporel. Récemment il a été retrouvé dans certains types de cancers thyroidiens et associé a

un pronostic favorable, néanmoins il ne sera pas abordé dans ce chapitre [137-139].

FOXE] ou TTF-2 (Thyroid transcription factor 2) ou FKHL15. FOXE1 appartient a la famille
des facteurs de transcription possédant un domaine « forkhead » conservé de liaison a I’ADN.
Lorsqu’il se lie a ’ADN, FOX1 est capable de modifier la structure de la chromatine afin de

favoriser le recrutement d’autres facteurs de transcription.

FOXEI se lie aussi a des motifs spécifiques dans des séquences régulatrices des régions
promotrices de nombreux geénes. Les sites putatifs sur lesquels se lie FOXE1 partagent dans
leur séquence centrale I’enchainement de nucléotides suivant : AAACA. FOXE1 controle
’activation transcriptionnelle de la Tg et de la TPO. Il est capable d’agir avec d’autres facteurs
de transcription afin de contrdler 1’expression de ses genes cibles. Quelques-uns de ses
partenaires ont depuis été identifiés. Son activité est modulée en fonction de ses partenaires
mais aussi de modifications post-traductionnelles [141]. FOXE1 peut aussi agir en tant que
répresseur transcriptionnel de ces mémes geénes en interférant dans 1’activation
transcriptionnelle médiée par PAX8/TTF-1 via ’interaction avec un cofacteur ayant une

activité inhibitrice sur TTF-1 ou PAXS [140, 142].

L’expression, la liaison a I’ADN et 1’activité transcriptionnelle de FOXE!1 sont controlées par
la TSH et d’autres hormones de croissance comme I’IGF-1 puisqu’il posséde dans sa séquence

un site d’interaction aux facteurs de transcription activés en réponse a un stimulus hormonal.

39



Introduction bibliographique -

Plus récemment, les génes codant NIS et DUOX2 ont été reconnus comme des genes cibles de

FOXEI [143].

Les mutations associées a ce gene chez I’homme sont responsables d’une dysgénésie de la
thyroide, associée a une hypothyroidie congénitale. Des variations génétiques de FOXE1 sont
aussi retrouvées dans certains types de cancers, y compris ceux affectant la thyroide. Les
polymorphismes génétiques entrainant la dérégulation de FOXE1 augmentent le risque de
carcinogenese thyroidienne pour certains, interviennent dans la progression tumorale et les
mécanismes de dédifférenciation pour d’autres [144]. Son expression diminue au cours de la

progression tumorale (Figure 11).

TTF-1o0ou NKX2.1. TTF-1 appartient a la famille des facteurs de transcription a homéodomaine.
Ce domaine est conservé entre les différentes isoformes et permet la liaison a I’ADN. TTF-1 se
fixe sur une séquence consensus comprenant I’enchainement de nucléotides suivant, CAAG
dans les zones promotrices de ses genes cibles. Tout comme FOXE], le géne codant pour la Tg
est le premier gene cible de TTF-1 a avoir été identifié. Par la suite, les génes de différenciation
thyroidienne dont ceux codant pour la TPO, le TSHR, le NIS, NKX2.5, la pendrine, DUOX1,
DUOXALI et les geénes codant les facteurs de transcription FOXEI, PAXS, HHEX ont été
trouvés comme activés transcriptionnellement par la liaison de TTF-1 au niveau de leurs régions
promotrices. Notons que TTF-1 est capable d’interagir avec des cofacteurs afin d’accomplir

son role d’activateur transcriptionnel.

Une autre de sa particularité est qu’il est capable d’autoréguler son expression. La séquence
consensus de fixation de TTF-1 est aussi présente dans les régions régulatrices de son géne. Il
possede dans ces mémes zones un élément de réponse CRE. Il peut étre activé par la fixation
du facteur de transcription CREB suite a 1’activation de la signalisation TSH-AMPc-PKA.
L’activit¢ de TTF-1 est aussi modulée par des modifications post-traductionnelles. Des
phosphorylations par PKA corrélées avec une amélioration de 1’activit¢ de TTF-1 ont été

démontrées [140, 145].

Chez I’homme, les mutations associées a ce geéne entrainent une dysgénésie de 1’organe
thyroidien, corrélée a une hypothyroidie congénitale [140]. TTF-1 est exprimé dans les cancers
de la thyroide dits « différenciés » car proche de I’histologie thyroidienne normale et de
meilleur pronostic. Son expression diminue au cours de la progression tumorale, elle est
indétectable dans le cancer thyroidien le plus agressif. Des altérations génétiques et des

polymorphismes associés a TTF-1 ont ét¢ identifiés chez certains patients atteints d’un cancer
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différencié, ce qui permet de corroborer un potentiel rdle de ce dernier dans la carcinogenése

thyroidienne (Figure 11).

PAXS. PAX8 appartient a la famille des facteurs de transcription a « paired domain » et
« homéodomaine », il est le principal régulateur du phénotype thyroidien différencié. Il active
transcriptionnellement la Tg, la TPO, le NIS, DIO1 et DUOX2. La séquence consensus de
fixation de PAX8 comprend I’enchainement des nucléotides GNNCAGCCATGCGTGACCN.
Cette séquence s’entreméle avec la séquence consensus de TTF-1 au niveau des promoteurs de
la Tg et de la TPO. La conséquence est la synergie d’action entre PAXS8 et TTF-1 dans
I’activation transcriptionnelle de leur géne cible. Plusieurs partenaires de PAX8 ont été

identifiés, ces derniers sont spécifiques a chaque geéne (Figure 11).

PAXS régule aussi I’expression des facteurs de transcription HHEX et FOXE1. Comme son
partenaire TTF-1, PAX8 régule sa propre expression grace a la présence de sa séquence de
fixation consensus dans la région promotrice de son géne. Tout comme FOXEI et TTF-1,
I’activité et la stabilité¢ de PAXS8 sont modulées en fonction de ses partenaires d’interaction ou
de modifications post-traductionnelles [146]. Son expression est aussi activée en réponse a la

TSH.

Les mutations de PAXS8 chez I’homme causent une dysgénésie de la thyroide, une
hypothyroidie congénitale. Dans les cancers thyroidiens, il a ét¢ montré que PAXS8 régule bon
nombre de geénes impliqués dans la carcinogen¢se comme les génes des signalisations PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) / MAPK entres autres. Il est un marqueur oncogénique puisque les
altérations génétiques affectant ce géne sont retrouvées dans de nombreux types de cancers

thyroidiens [140].
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Figure 11 : Contréle transcriptionnel des génes de la différenciation par les facteurs
de transcription PAX8/NKX2.1/FOXE]I [140]

(a). Activation transcriptionnelle de TSHR, NIS, TPO, Tg, NKX2.1, FOXE1, PAXS, pendrine, DUOXI par
NKX2.1. Activation transcriptionnelle de TSHR, Tg, TPO, NIS, FOXE1, DIO1, DUOX2 par PAXS.
Activation transcriptionnelle de Tg, TPO, NIS, DUOX2 par FOXEI. Régulation positive de |’expression
des facteurs de transcription par la signalisation TSH. (b). Séquences consensus des facteurs de
transcription PAX8/NKX2.1/FOXEI. Panel du bas : Liaison des facteurs de transcription
PAXS8/NKX2.1/FOXEI au niveau des séquences régulatrices et promotrices des genes NIS, TPO, Tg,
PAXS, NKX2.1, FOXEI, TSHR.
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En conclusion, les différentes protéines décrites ci-dessus qui interviennent toutes dans la
biosynthese des HTs sont considérées comme des marqueurs de la différenciation thyroidienne
(Figure 12). L’expression de ces marqueurs est impactée dans différents processus
physiopathologiques et en particulier lors de la carcinogenese thyroidienne. La compréhension
des mécanismes impliqués dans la diminution de 1’expression de ces marqueurs est donc

capitale et représente un axe majeur de recherche.
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Figure 12 : Représentation schématique de la biosynthése et du relargage des hormones
thyroidiennes, acteurs impliqués [147]

Les proteines impliquées dans ce processus sont représentées. Au pole basal, on retrouve le transporteur de
l’iode, le NIS: sodium/ iodide symporter; KCNQI and KCNE2: Voltage-gated Kp channels;, TSHR:
thyrotropin receptor;, MCT8: SLC16A2 monocarboxylate transporter 8, thyroid hormone transporter. Au
pole apical, sont présents DUOX2: dual oxidase 2; DUOXAZ2: maturation factor of dual oxidase 2; TPO:
thyroperoxidase; et les transporteurs de l’iode au niveau apical dont l'implication a été déemontrée par les
données de littérature : Pendrine, SLC26A7, Anoctamin 1. L’oxydation de l’iode et son incorporation dans la
thyroglobuline par l'iodation des tyrosines de la Tg puis le couplage des iodotyrosines dépend de la présence
de la TPO et du peroxyde d’hydrogene (H20:) produit par DUOX2. A la suite du couplage oxydatif des
résidus de iodotyrosines, des molécules de DIT: diiodotyrosine, MIT: monoiodotyrosine sont obtenues au
sein de la Tg. Endocytose de la Tg mature ou immature (non iodée) et fusion avec des vésicules lysosomales
contenant des enzymes protéolytiques. Libération de la T3 (condensation d’un DIT et MIT) et T4
(condensation de deux DITs). Recyclage de l'iode par DEHALI: iodotyrosine dehalogenase ou IYD-1:
lodotyrosine deiodinase 1. Libération des HTs au pole basal par MCTS. L activation de la signalisation
TSHR (récepteur couplé aux protéines G) conduit a l'induction des protéines de synthese des HTs, autrement
dits facteurs de différenciation.
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Partie II : La carcinogenese thyroidienne

1) Epidémiologie

Le cancer de la thyroide fait partie des cancers endocriniens les plus répandus, avec une

incidence en constante évolution au fil des années. Il reste un probléme majeur de santé

publique. Ainsi, en 2020, il se plagait au 13e rang des cancers les plus fréquents dans le monde

[148] (Figure 13).

- i Breast
2 261 419 (11.7%)

Lung

Other cancers 2206 771 (11.4%)

7 116 263 (36.9%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Bladder

73 278 (3%)
Thyroid
586 202 (3%)
Oesophagus
604 100 (3.1%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Cervix uteri

Total : 19 292 789

Figure 13 : Estimation du nombre de nouveaux cas de cancers dans le monde en 2020,

sexe et dge confondus

Données : International Agency for Research on Cancer (IARC), GLOBOCAN 2020.

Il existe une forte disparité de fréquence d’apparition selon le sexe. Ainsi, en France par

exemple, on observe une incidence de 6,2% chez les hommes contre 8,1% chez les femmes

(https://www.santepubliquefrance.fr/). On retrouve aussi une hétérogénéité géographique

certainement due a des facteurs environnementaux. La mortalité, quant-a-elle, reste faible par-

rapport au nombre de nouveaux cas diagnostiqués chaque année.

2) Facteurs de risque

L’incidence des cancers thyroidiens (CTs) est influencée par des pratiques diagnostiques et

cliniques optimisées, parmi elles notamment, I’imagerie médicale permettant ainsi la détection

des cancers a un stade précoce de la maladie.
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2.a) Rayonnements ionisants

L’exposition aux rayonnements ionisants (RI), qu’elle soit due aux procédés d’imageries
médicales et thérapeutiques ou accidentelles comme les retombées radioactives, et cela
principalement pendant 1’enfance, est un facteur de risque avéré du cancer de la thyroide [149-
151]. En effet, une irradiation de la thyroide conduit a la production de manicre directe et
indirecte, de dommages a I’ADN, qui lorsqu’ils s’accumulent sont responsable de pathologies

et de la survenue de cancers [152].

Ainsi, suite-a 1’accident nucléaire de Tchernobyl (1986), et a la libération de plusieurs
radionucléides, parmi eux 1’iode 131, une forte augmentation du nombre de CTs a été signalée
dans les zones contaminées. Ces cancers, ¢tant apparus plusieurs années apres 1’irradiation, ont
permis d’émettre un lien entre le risque de cancer, la dose de rayonnements recue et I’age de
I’exposition aux radiations. Une probable explication mécanistique a cela est le fait que les
cellules thyroidiennes présentent un fort potentiel prolifératif durant la vie feetale et les
premicres années de 1’enfance, et que les génes impliqués dans le métabolisme de 1’iode sont
fortement exprimés a cette période de la vie [153-156]. De ce fait, I’organe thyroidien est plus
sensible aux RI durant ’enfance ce qui favorise I’accumulation mutationnelle responsable de
la cancérogeneése. Les études sur I’incidence des CTs a I’age adulte apres expositions a des RI
sont moins probantes, ce qui suggere une sensibilité moindre de la thyroide aux RI a cette

période de la vie [157, 158].
2.b) Carence en iode

Un autre facteur de risque avéré du cancer de la thyroide, est la carence en iode. Une carence
en iode affecte considérablement la fonction primaire de la thyroide, en 1’occurrence, la
synthése des hormones thyroidiennes. Ainsi, un défaut de sécrétion des HTs entraine une
augmentation de la TSH (Thyroid Stimulating Hormone), hormone intervenant principalement
dans la différenciation mais favorisant aussi la croissance et la prolifération des cellules
thyroidiennes [152, 159-161]. Il est a noter aussi qu’un taux extrémement élevé d’iode peut
augmenter également le risque de cancer [161-163]. En effet, I’iode en exceés augmente la
génération de ROS et donc potentiellement les dommages oxydatifs cellulaires, lesquels

favorisent la carcinogenese [30].
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2.c¢) Facteurs héréditaires

L’incidence des formes héréditaires de CT est extrémement faible. Ces formes dites familiales
sont regroupées en deux catégories de types histologiques différents. La premiere est celle des
cancers médullaires de la thyroide (CMTs). 20 a 30% de ces cancers sont d’origine familiale
[164]. La deuxieme catégorie est celle dite des cancers non-médullaires de la thyroide
(CNMTs). Dans cette catégorie, plusieurs mutations génétiques ont été identifiées en faible
proportion. La majorité des mutations décrites dans la littérature touchent des génes codant pour
des protéines qui ne sont pas totalement spécifiques a la thyroide. De ce fait, ces mutations sont
alors impliquées dans les prédispositions génétiques aux cancers affectant 1’organe thyroidien

mais aussi plusieurs autres organes [165].
2.d) Autres facteurs

Affections bénignes de la thyroide. Plusieurs autres facteurs ont ét¢ évoqués comme causes
possibles du cancer thyroidien mais leur lien causal n’a clairement pas été établi. Parmi eux les
affections non cancéreuses de la thyroide comme la présence de nodules bénins thyroidiens ou
goitres a savoir une augmentation du volume thyroidien. Les inflammations de la thyroide
appelées thyroidites sont aussi des affections de type non cancéreuses mais potentiellement a
risque par la suite. Il en est de méme pour I’acromégalie, affection rare conduisant a un exces
de sécrétion de facteurs de croissance et susceptible de conduire au développement d’un cancer

thyroidien [162].

Facteurs nutritionnels. Les facteurs nutritionnels, quant-a-eux, font encore I’objet d’études.
Néanmoins, un lien semble exister entre obésité et augmentation du risque de cancer de la
thyroide [162] et notamment du fait que la dérégulation de la sécrétion de facteurs de croissance
comme I’IGF-1 suite a un déséquilibre métabolique peut engendrer 1’activation de voies

mitogeénes [166, 167].

Facteurs hormonaux. D’autres facteurs comme les facteurs hormonaux chez la femme sont
suspectés depuis longtemps de jouer un rdle dans les cancers sporadiques de la thyroide, du fait
de I’incidence ¢élevé de ce cancer chez la femme par rapport a ’homme [157, 159]. En effet, la
communauté scientifique émet I’hypothése d’un possible role de 1’cestrogéne dans le
développement carcinogeéne. Quelques auteurs ont mis en évidence un possible crosstalk entre
les signalisations TSH et cestrogéne. In vivo ils ont montré que les cestrogenes potentialisent

’activation de la signalisation TSH et influencent la fonction thyroidienne via la modulation de
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I’expression de certains genes de différenciation [168-174]. Chez I’homme, le lien entre les
cestrogenes et la carcinogenese thyroidienne est plus difficile a évaluer. Des études

complémentaires sont nécessaires pour clarifier le role de cette hormone dans le risque de CT.

Polluants environnementaux. Enfin et dans une moindre mesure, 1’exposition a des polluants
environnementaux chimiques, comme les pesticides, connus pour étre des perturbateurs
endocriniens ou encore des carcinogenes, sont également évoqués, mais leur effet est difficile
a estimer [158, 175]. Au niveau thyroidien, ils peuvent affecter 1’axe hypothalamo-
hypophysaire et entrainer une dérégulation dans la sécrétion de TSH. Certains anions comme
le perchlorate, cité précédemment modulent la fonction thyroidienne via I’inhibition du NIS et

de I’organification de I’iode.
3) Traitements conventionnels

Le diagnostic des cancers de la thyroide repose comme pour tous les cancers essentiellement
sur ’utilisation de techniques d’imageries médicales adaptées, complété par des analyses
histologiques et cytologiques a partir de prélevements. Une fois le diagnostic établi, un
protocole thérapeutique adéquat prenant en compte 1’étendue et le type histologique du cancer

est alors mis en place.
3.a) Chirurgie

La chirurgie est le traitement en premiere ligne des CTs. Elle consiste en 1’ablation totale ou
partielle de 1’organe thyroidien afin d’éviter toute trace de cellules résiduelles et tout risque de

propagation.
3.b) Radiothérapie métabolique a I’iode radioactif 131 (RMI)

Le traitement chirurgical est consolidé par une irradiation a I’iode radioactif 131. Il s’agit d’une
technique permettant d’irradier et d’éliminer les cellules tumorales thyroidiennes de maniére
spécifique. Ce traitement repose sur I’expression par les cellules thyroidiennes tumorales du
transporteur de I’iode (NIS) responsable de sa captation et I’expression du systéme

d’organification de I’iode.
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3.b.1) Aspects cliniques et réle fondamental du NIS

Diagnostic. Le NIS est une protéine d’importance majeure en clinique. Du point de vue
diagnostic, sa présence et son role permet par le biais de certaines techniques d’imagerie
médicale dont la scintigraphie, d’étudier la structure de la glande thyroide et son
fonctionnement. Cette technique repose sur le fait
que I’iode soit capté de manicre exclusive par les
cellules folliculaires de la thyroide qui I’utilisent
pour la synthése des HTs. Lors d’une

scintigraphie, un radiotraceur est administré, dans

ce cas I’iode123, celui-ci via le NIS est transporté Figure 14 : Diagnostic des maladies de

et fixé par le tissu thyroidien selon le degré l@ thyroide
Scintigraphie de la thyroide a I’iode 123

d’activité des cellules. L’iode123 apres fixation  montrant un cas normal a gauche et un nodule
chaud volumineux a droite. Les zones sont

et désintégration émet des rayonnements de type colorides en fonction du degré de fixation du

gamma qui sont captés par des gamma-caméras ~ Mmarqueur radioactif.
@CHU Avicenne
puis analysés par traitement informatique. Les
émissions radioactives du traceur permettent donc de visualiser les zones d’hyperfixation «
zones chaudes » ou [Dactivit¢é d’hormono-synthése est intense et a contrario celles

d’hypofixation appelées « zones froides » (Figure 14).

Dans le cadre de pathologies thyroidiennes dont font partie les cancers de la thyroide, ce
processus permet d’analyser les atteintes thyroidiennes avec la présence de nodules, et la

localisation éventuelle des atteintes extra-thyroidiennes ou métastases.

Thérapie. Dans le cadre des CTs, le NIS est une protéine présentant un enjeu capital et cela du
point de vue thérapeutique. RMI est utilisée en premiere ligne lorsqu’une chirurgie est
impossible et en deuxieme ligne afin d’éliminer les cellules résiduelles. Cette technique est
aussi une technique de choix pour cibler les foyers métastasiques. Comme pour la scintigraphie,
RMI est basée sur la capacité des cellules thyroidiennes a capter et fixer 1’iode. Le radioisotope
utilisé dans ce cas est I’I131. Ce dernier subit une désintégration béta et émet des rayonnements
gamma. Dans ce contexte thérapeutique il est administré en plus forte dose, ce qui permet
I’irradiation des cellules tumorales thyroidiennes de maniére spécifique. L’irradiation des

cellules aboutit a la formation de dommages cellulaires entrainant la mort des cellules.
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A cette radiothérapie métabolique est associée une hormonothérapie de freinage. La TSH est
I’hormone de la biosynthése des HTs mais entraine un effet prolifératif dans certains
environnements tumoraux. Afin de maximiser les chances de rémission, une administration
d’HTs est envisagée afin de maintenir la sécrétion de TSH a un taux faible via le rétrocontrole
négatif des HTs sur la sécrétion des hormones de 1’axe hypothalamo-hypophysaire [176, 177].
Il est a noter que la supplémentation hormonale permet aussi de compenser la perte ou réduction
de biosynthése des HTs apres une chirurgie puisque rappelons-le ces derniéres interviennent
dans divers processus physiologiques. La TSH quant a elle, peut aussi étre administrée en amont
du protocole de radiothérapie métabolique afin de potentialiser 1’expression des genes de

I’organification de I’iode et d’accroitre I’efficacité de cette méthode.

Dans certains types de CTs, on observe souvent un état de dédifférenciation des cellules
tumorales associ¢ a une diminution de 1’expression des génes impliqués dans la fonction
thyroidienne auxquels appartient celui codant le NIS, ce qui entraine une perte d’efficacité de
la. RMI. La principale stratégie thérapeutique consiste aujourd’hui a comprendre les
mécanismes intervenant dans la répression du NIS dans le but de réinduire I’expression ce gene

afin de cibler les cellules cancéreuses via 1’1ode radioactif 131.

La RMI est envisagée aujourd’hui comme un outils diagnostic et thérapeutique pour la détection
et destruction de cancers non thyroidiens dans lesquels le NIS serait fonctionnellement exprimé.
11 a été montré que le NIS était exprimé dans plus de 80% des cancers du sein et dans plusieurs
modeles d’animaux transgéniques porteurs d’adénocarcinomes mammaires via 1’expression
d’oncogéenes, suggérant que la RMI pourrait étre un outil utile dans le traitement de ces cancers
[178, 179]. D’autres études ont rapporté une augmentation de 1’expression du NIS et de son
activité dans des lignées d’adénocarcinomes mammaires en réponse a un traitement a I’acide
rétinoique par exemple [180]. Des essais cliniques et des études additionnelles sont nécessaires
pour déterminer 1I’importance de ’activité du NIS dans les cancers, le mode de régulation de la
protéine et I’efficacité de la RMI dans ces types de cancer. De plus et partant de ce fait, un
¢largissement de cet outils thérapeutique a d’autres types de cancers extra-thyroidiens
n’exprimant pas le NIS de fagon endogéne est aussi envisagé. En effet, le but étant de transfecter
les cellules tumorales avec le géne codant le NIS par thérapie génique afin de rendre ces cellules

sensibles a I’irathérapie.
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Un obstacle fréquemment mentionné concernant 1’utilisation de la radiothérapie métabolique
dans les cancers extra-thyroidiens, est la notion que ce traitement pourrait étre inefficace en
raison du temps de demi-vie du NIS endogene ou exogene et d’autre part du fait que les cellules
non thyroidiennes ne posseédent pas la machinerie de fixation et d’organification de 1’iode. Le
raisonnement est le suivant, I’absence d’organification de 1’iode dans ces cellules fait que
I’isotope radioactif n’est pas retenu dans les cellules pour un temps suffisamment long pour

permettre la dégradation cellulaire.

Aujourd’hui, les expériences réalisées in vitro et in vivo sur modeles animaux montrent que les
cellules transduites via 1’utilisation de promoteurs tissu/cellule-spécifiques sont alors capables
d’accumuler 1’iode radioactif et deviennent sensibles a la dégradation en I’absence de systémes
d’organification [181-183]. En bref, ces résultats démontrent que I’induction du NIS via
thérapie génique ou transduction de son geéne ou induction de son expression endogeéne dans les
tumeurs non thyroidiennes peut conduire a une activité¢ du NIS suffisante pour une destruction
par irathérapie. Le degré de rétention de 1’iode semble tissu-spécifique, il en est de méme pour
le mode de régulation de I’expression, de I’adressage et de I’activité du NIS, les é¢tudes doivent

étre approfondies [184].

Une précaution majeure a prendre lors de 1’utilisation de la radiothérapie métabolique pour des
tumeurs extra-thyroidiennes exprimant le NIS de maniére endogeéne ou par thérapie génique est
de prévenir la destruction des cellules thyroidiennes saines par 1’administration de I’I131. En
effet, en raison de sa capacité a organifier 1’iode, la thyroide agit comme un réservoir pour
I’isotope entrainant ainsi la destruction de la glande et limitant la quantité d’isotope disponible
pour les tumeurs extra-thyroidiennes exprimant le NIS. Il est donc essentiel de réguler
négativement et sélectivement le NIS dans la thyroide avant le début du traitement par une
hormonothérapie de freinage [185]. Cette derniére n’est pas le seul moyen de réprimer le NIS
puisque de fortes doses d’I" via I’effet Wolff-Chaikoff a la méme conséquence mais cet effet

doit étre étudié dans les autres organes exprimant le NIS au préalable [186].

Ces données montrent que la compréhension des mécanismes aboutissant a 1’induction de
I’expression du transporteur de 1’iode en condition tumorale dans le but de déboucher sur un
protocole de radiothérapie métabolique a l’iode radioactif constitue une nouvelle forme
d’alternative thérapeutique aux traitements conventionnels et est aujourd’hui un axe majeur de

recherche.
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3.c) Radiothérapie externe

Il s’agit d’une technique qui consiste a soumettre la tumeur a des rayons énergétiques puissants
tuant alors les cellules anormales. Elle est utilisée treés rarement dans les CTs en général mais
plutdt dans la forme la plus agressive du CT [187]. Cette alternative est proposée aux patients
qui ne peuvent étre traités par RMI ou ceux chez qui cette derniére n’a pas été totalement
efficace. Elle peut étre utilisée au niveau local dans des cas de tumeurs avancées qui ne
concentrent pas 1’iode ou pas suffisamment, et pour des métastases non résécables ou difficiles

a traiter et la plupart du temps en combinaison avec une chimiothérapie cytotoxique.
3.d) Chimiothérapie cytotoxique

La chimiothérapie est un traitement médicamenteux non sélectif qui empéche la prolifération
des cellules cancéreuses ou non en perturbant les mécanismes de réplication et de divisions
cellulaires. Comme pour la radiothérapie externe, son utilisation est limitée uniquement aux
patients présentant une maladie évolutive lorsque tous les autres modes de traitement n’ont pas
fonctionné. Les réponses avec ce mode de traitement dans le CT sont le plus souvent partielles

et transitoires.

3.e) Thérapies ciblées

Les thérapies ciblées sont basées sur S T
I’utilisation de molécules pharmaceutiques qui e \)(/ i
agissent a différents niveaux de la cellule. En
effet, ces molécules peuvent cibler des facteurs p

|.,u,..

de croissance qui sont des messagers

@
déclenchant la transmission d’informations au » Uinformation
\
’)

sein de la cellule, des récepteurs ou des
protéines intracellulaires le plus souvent

impliquées dans la transduction du signal

Figure 15 : Les différentes cibles

(Figure 15). Ces différents acteurs sont mutés
des thérapies ciblées [188]

ou dérégulés dans les cancers. Ces molécules
sont utilisées pour soigner les CTs de trés mauvais pronostic et quand les traitements précédents

n’ont démontré aucune efficacité.
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3.e.1) Immunothérapie et thérapie anti-
angiogénique
La progression tumorale est la conséquence d’acquisition d’altérations génétiques par les
cellules cancéreuses mais aussi d’intégration de signaux provenant du microenvironnement
tumoral. Ce dernier contribue a 1’échappement de la tumeur au systéme de surveillance
immunitaire. De ce fait, une nouvelle approche thérapeutique est de comprendre les événements
par lesquels les cellules tumorales ne sont plus reconnues par les cellules du systéme
immunitaire afin de pouvoir & nouveau les mobiliser dans cette optique de défense en
aboutissant a [’élimination des cellules anormales. La découverte de marqueurs
immunosuppressifs produits a la fois par les cellules cancéreuses et les cellules immunitaires a
conduit les chercheurs a développer des anticorps dirigés contre ces molécules

immunomodulatrices, I’objectif étant de lever I’inactivation du systéme immunitaire.
) Y

La progression tumorale fait intervenir en plus de 1I’échappement au systéme immunitaire, un
autre processus appelé angiogenese. En effet, au cours de 1’acquisition d’un phénotype agressif,
les cellules tumorales comme pour les cellules du microenvironnement sécrétent des facteurs
qui permettent la prolifération des cellules endothéliales entres autres aboutissant a la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins [189]. Ce processus permet a la tumeur d’étre alimentée en
oxygene et nutriments. La compréhension des mécanismes aboutissant a I’angiogenese a permis

de développer des molécules inhibant les acteurs de ce processus.

Ces molécules sont actuellement utilisées dans des essais cliniques chez des patients qui
présentent un stade avancé de CTs. Elles sont utilisées seules ou en association avec des

thérapies ciblées [420, 421].

4) Types histologiques de CTs et altérations génétiques

Un développement tumoral survient en général quand les cellules perdent leur phénotype
différencié pour acquérir un caractére dédifférencié, caractérisé par un mécanisme prolifératif
anormalement accru accompagné d’un échappement des cellules au processus de mort
cellulaire programmée (apoptose). Une tumeur maligne se forme en général a la suite
d’altérations génétiques ou épigénétiques survenant au sein d’une cellule, qui prolifére alors de
manicre anarchique et crée un ensemble de cellules pourvues du méme matériel et contexte

génétique. Les processus épigénétiques seront abordés dans le chapitre suivant.
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La transformation tumorale apparait lorsque les capacités de réparation des défaillances
génétiques et/ou moléculaires par les cellules sont dépassées et ne sont plus en mesure ni

d’effectuer la restauration des caractéristiques physiologiques ni d’induire la mort cellulaire.

Au fur et a mesure de la progression tumorale, les cellules cancéreuses acquicrent des mutations
et caractéristiques qui leur permettent de croitre en modifiant leur microenvironnement. Elles
sont capables de soutenir le processus angiogénique, d’échapper au systéme immunitaire et
d’acquérir des capacités migratoires afin de s’étendre via le sang et la lymphe dans le but de
former de nouveaux foyers ou métastases. Ce processus par lequel les cellules cancéreuses
développent cette capacité a migrer et envahir d’autres tissus est appelé transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) et est assez bien décrite aujourd’hui.

La TEM est un processus physiologique qui se manifeste durant le développement
embryonnaire et les processus de cicatrisation, elle est aussi utilisée par les cellules cancéreuses
afin de former des métastases a distance. C’est un mécanisme transitoire qui peut étre réversible,
le processus inverse est appelé transition mésenchymo-épithéliale (TME). Certaines études
montrent que les cellules cancéreuses utilisent la TME dans les sites secondaires afin de

s’adapter a leur nouveau microenvironnement [190].

Il s’agit d’un mécanisme en plusieurs étapes et qui est rendu possible grace a I’activation de la
machinerie transcriptionnelle des cellules en réponse aux signaux du microenvironnement. Les
mutations acquises lors de la cancérogenése par les cellules cancéreuses permettent aussi de

mettre en place les programmes transcriptionnelles de TEM.

Les voies de signalisation activées pendant la TEM durant le développement embryonnaire sont
celles qui sont activées durant la progression tumorale, parmi ces voies de signalisation on
retrouve notamment celles activées par les cytokines TGF-f, NF-kB (nuclear factor-kappa B)
ou les facteurs de croissance EGF (epidermal growth factor), FGF (fibroblast growth factor),
HGF (hepatocyte growth factor), IGF et bien d’autres. Il est a noter que ces différents ligands
peuvent étre sécrétés par les cellules tumorales elles-mémes ou par les cellules du

microenvironnement [191].
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Lors de la premiére étape, les cellules perdent leur caractéristique épithéliale et notamment leur
jonction inter-cellulaire et leur capacité d’adhésion a la membrane basale via la diminution
d’expression des geénes codant pour les protéines d’adhésion (E-cadhérine...). Les cellules
sécretent ensuite des métalloprotéases permettant la digestion de la membrane basale sous-
jacente puis acquierent un phénotype mésenchymateux via I’activation de I’expression de génes
codant pour des protéines (Vimentine, Fibronectine, Intégrine...) permettant 1’invasion,
I’intra/extravasation, la dissémination et la migration via un remodelage du cytosquelette

(Figure 16).

EMT Inducers : TGF-B/EGF/HGF/NF-kB/FGF/IGF/PDGF/TNF-a...

Primary tumor
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Figure 16 : Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et processus inverse transition
mésenchymo-épithéliale (TME) [192]

Secrétion de facteurs par les cellules du microenvironnement et mutations acquises par les cellules tumorales
de la tumeur primaire permettant [’activation du programme transcriptionnelle de la TEM. Perte
d’expression des protéines permettant le maintien d’un caractere épithéelial (E-cadherine...). Sécrétion de
métalloprotéases par les cellules cancéreuses permettant la digestion de la membrane basale.
Intravasation/Extravasation (entrée des cellules dans la circulation sanguine puis sortie). Remodelage du
cytosquelette et acquisition d’'un phénotype mésenchymateux par l’activation de génes codant pour des
marqueurs mésenchymateux (Vimentine, Fibronectine, Intégrine...). Processus inverse TME, par les cellules
cancereuses au site métastatique secondaire afin de mieux s’adapter au nouveau microenvironnement.
Facteurs inducteurs de la TEM : TGF-§, EGF, HGF, FGF, IGF, PDGF (platelet-derived growth factor), NF-
kB, TNF-o....

Il existe quatre types de CTs qui se distinguent selon plusieurs critéres, I’histologie, le type de
cellules d’ou démarre la carcinogenese, les altérations génétiques, 1’agressivité et la répartition
au sein de la population. Plus de 80% des cancers qui se développent dans la thyroide sont des
cancers papillaires et folliculaires, ils sont dits « différenciés » et de bon pronostic. Ces deux
types de cancers peuvent évoluer vers une forme dite « anaplasique » trés agressive, suite a
I’accumulation de mutations génétiques. Enfin, dernier type de CT, le carcinome médullaire

d’origine non folliculaire, il est considéré comme cancer rare de la thyroide.
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Comme pour tous les autres cancers, les cellules cancéreuses thyroidiennes issues des différents
types histologiques présentent lors du processus métastatique une affinité pour la colonisation
de certains organes en particulier, du fait d’un microenvironnement favorable. En médecine,
plusieurs classifications ont été établies pour décrire la taille et le degré d’expansion des
tumeurs. Plus la classification est basse, plus le pronostic est bon, ’atteinte est faible c’est-a-
dire que la tumeur est de petite taille, localisée sans développement métastasique, et
inversement pour les stades élevés. Les protocoles de soins aujourd’hui sont individualisés et
prennent en compte le grade dans la classification tumorale (taille, atteintes ganglionnaires,
extension métastatique), le contexte génétique tumoral et individuel, et d’autres facteurs

personnels.

4.a) Cancer médullaire de la thyroide

Le cancer médullaire de la thyroide (CMT) se développe a partir des cellules parafolliculaires
ou cellules C, situées entre les follicules thyroidiens et qui sont responsables de la sécrétion de
la calcitonine. Il représente environ 4% des CTs et peut surgir de maniere sporadique (75%)
mais les autres formes observées sont familiales (25%). Les génes mutés dans les formes

familiales de CMT sont aujourd’hui bien définis.

Altérations génétiques. Les patients atteints des formes héréditaires de CMT sont porteurs pour
la plupart dans leur lignée germinale, de la mutation dite « driver » du proto-oncogeéne RET
(rearranged during transfection). En général, une mutation driver détermine le développement

d’un cancer [164].

RET est un récepteur a activité tyrosine kinase activé par des ligands de la famille GDNF (glial
cell line-derived neurotrophic factor). L’activation de la signalisation intervient dans de
multiples processus physiologiques. RET est activé par autophosphorylation a la suite de la
liaison du ligand et d’ions calcique Ca’* puis initie par phosphorylation I’activation de voies
de transduction de signaux en intracellulaire [193]. Parmi les voies de signalisation activées
par RET, on retrouve les signalisations MAPK ou PI3K (phosphoinositide 3-kinase)
principalement [194] (voir figure 17).

Les mutations associées au géne RET ont aussi été trouvées dans 25 a 30% des cas de CMTs
survenue de maniére inopinée. D’autres mutations somatiques dans d’autres génes et oncogenes

ont été répertoriées et des polymorphismes associés a certains génes codant pour des protéines
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du cycle cellulaire, des suppresseurs de tumeurs ont aussi été¢ découverts dans les CMTs

sporadiques [195-197] (Figure 22).

Le cancer médullaire présente une probabilité de propagation plus importante par rapport aux
cancers différenciés (folliculaire et papillaire) mais reste de meilleur pronostic par rapport au

cancer anaplasique, le plus offensif.

4.b) Cancers différenciés ou cancers non

médullaires de la thyroide (CNMTs) : carcinomes

folliculaire, papillaire et oncocytique
Les cancers différenciés de la thyroide prennent naissance a partir des cellules folliculaires ou
thyréocytes, responsables de la synthése des HTs. Ils représentent la majorit¢ des CTs
diagnostiqués et sont dits différenciés en raison de leur ressemblance histologique avec le tissu
thyroidien normal et du fait dans certains cas de 1’expression de quelques marqueurs de
différenciation comme la Tg. Comme pour les CMTs, une grande proportion de ces cancers
différenciés apparaissent de manicre aléatoire mais il existe aussi quelques formes familiales.
Par ces caractéristiques, les cancers différenciés sont en général de meilleur pronostic par
rapport au cancers médullaire et anaplasique. On observe un haut niveau d’hétérogénéité dans
les cancers non médullaires puisque dans chaque type folliculaire et papillaire, il existe de
multiples sous-types avec une variabilité notamment au niveau histopathologique et génétique.

Ces différents sous-types ne seront pas abordés ici.

4.b.1) Carcinome folliculaire de la thyroide (CFT)

Les cancers folliculaires représentent environ 10% des CTs diagnostiqués juste aprés les
cancers papillaires et dans la pratique ont tendance a se propager plus facilement que ces
derniers. Ce type de cancer se développe avec I’age puisqu’il est retrouvé essentiellement chez
les personnes agées, et chez des personnes vivantes dans des régions ou 1’on observe une

carence en 1ode.

Altérations génétiques. Les cancers folliculaires sont caractérisés par un fort taux de mutations
affectant le proto-oncogéne « driver » RAS (30 a 40% des cas). RAS permet 1’activation des
voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT (ou protéine kinase B, PKB) responsables

respectivement de la prolifération et survie cellulaire (Figure 17).
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RAS est une petite GTPase de la famille des protéines G monomériques. Ancrée a la membrane
plasmique, elle est activée par de nombreux récepteurs membranaires, particulierement les
récepteurs tyrosine-kinase qui sont eux activés par de nombreux ligands dont les facteurs de
croissance. En plus de la liaison du ligand sur le récepteur, [’activation de RAS est rendue
possible grace a I’échange d’'un GDP contre un GTP. RAS intervient dans le remodelage du
cytosquelette et dans de nombreux processus physiologiques comme la différenciation,
prolifération, survie cellulaire via le recrutement et [’activation de protéines kinases effectrices

de nombreuses voies de signalisation.

D’autres mutations somatiques peuvent étre associées a RAS, rendant ainsi le comportement
cancéreux plus agressif [198, 199]. Parmi les autres génes somatiques mutés, on retrouve des
oncogenes, des suppresseurs de tumeurs, des génes codant pour les facteurs d’initiation de la
traduction, les effecteurs des signalisations MAPK et PI3K, les régulateurs transcriptionnels,
les régulateurs de la synthese protéique et des protéines intervenant dans d’autres processus

cellulaires [195, 200, 201].

Excepté la mutation « driver » RAS, une autre forme d’altération génétique a été découverte
dans 30 a 60% des CMTs, il s’agit du réarrangement chromosomique PAXS-PPARy
(Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma). La protéine de fusion qui en découle
posséde le domaine de fixation a I’ADN (acide desoxyribonucléique) de PAXS spécifique a la

thyroide et l'intégralité de la sequence de PPARy codant pour un récepteur nucléaire (Figure

22).

Cette protéine de fusion en interférant avec la fonction de PAX8 dans la différenciation et en
agissant comme un inhibiteur de la forme sauvage PPARY favorise le processus oncogénique
[203]. De plus, le promoteur de PAXS8 contrdle I’expression de la protéine de fusion et cette
derniére se retrouve alors plus fortement exprimée dans les cancers différenciés par rapport aux
anaplasiques. Récemment d’autres types de réarrangements chromosomiques ont été
découverts dans les CFTs mettant en jeu PPARy et un facteur de transcription de la famille de

CREB avec le méme effet oncogénique.

Concernant les génes codant pour les protéines de la différenciation, trés peu de mutations
associées au développement tumoral ont été trouvées. Quelques rares mutations ou
polymorphismes affectant les génes codant pour la Tg, TSHR, TPO, FOXE]I, la pendrine ont

été reportés, selon les auteurs la perte de fonction ou dérégulation de ces protéines entrainent
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une dyshormonogenése responsable d’une stimulation chronique de la thyroide par la TSH,

amenant a la cancérogenese [204-210].

4.b.2) Carcinome papillaire de la thyroide (CPT)

Les cancers papillaires de la thyroide (CPTs) sont les cancers les plus fréquents, ils représentent
80-85% des cancers diagnostiqués. Comme pour les CFTs, les cancers papillaires sont classés
comme différenciés et prennent naissance a partir des cellules folliculaires, il existe aussi
quelques sous-types de CPTs. Des formes familiales ou héréditaires sont aussi détectées dans
5% des cas. Les études sur les prédispositions génétiques sont en cours. Les cancers papillaires
sont majoritairement sporadiques avec toutefois une disparité selon le sexe. Les cancers
différenciés dont les CPTs sont en général et majoritairement de bons pronostics, surtout
lorsque la détection est précoce.

Un facteur de risque avéré du CPT est I’irradiation de la région téte et cou pendant I’enfance.
Plusieurs altérations génétiques ont été trouvées chez les patients présentant des CPTs radio-

induits.

Parmi elles, une forte prévalence de la translocation RET-PTC (environ 90% des cas) [211].
RET, dans la thyroide est exprimée uniquement dans les cellules parafolliculaires ou cellules
C comme énoncé dans les CMTs. PTC ou CCD6 (Coiled-coil domain-containing protein 6) est
un gene qui code pour une protéine ubiquitaire considérée comme un suppresseur de tumeur
car elle intervient dans la réponse aux dommages a I’ADN. Les deux genes sont localisés sur
le méme chromosome et la protéine de fusion obtenue comporte le domaine tyrosine kinase de
RET et la partie terminale 5° de CCDG6, cette construction permet donc une expression de RET

dans les cellules folliculaires de la thyroide.

D’autres translocations impliquant RET et d’autres partenaires ont aussi été observées. La
protéine de fusion nouvellement composée entraine la dimérisation du domaine tyrosine kinase
de RET et son activation constitutive, ainsi qu’une activation constitutive de la signalisation
MAPK conduisant alors a la prolifération anarchique des cellules exprimant ce type de
réarrangement. Dans ce contexte la translocation RET-PTC est considérée comme une
altération génétique « driver » puisqu’elle conduit au développement tumoral. La signalisation
PI3K-AKT est aussi activée par RET-PTC dans certaines conditions, appuyant ainsi son rdle
dans la prolifération cellulaire [212]. Dans les cas sporadiques de CPTs, les réarrangements

chromosomiques RET-PTC surviennent dans 10 a 20% des cas (Figure 17).
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Les mécanismes conduisant a cette translocation chromosomique ont été¢ faiblement étudiés
mais impliqueraient des acteurs de la réparation des dommages a I’ADN. Plus récemment, une
¢tude menée par Ameziane-El-Hassani.R et ses collaborateurs a montré que I’augmentation de
la génération de ROS corrélée a I’augmentation de 1’expression de DUOX1 suite aux radiations,
contribue a la mise en place d’une instabilité génétique sur le long terme via la production de

dommages a I’ADN [68, 69].

D’autres mutations « driver » ont été révélées, parmi elles les mutations affectant les proto-

oncogenes BRAF (40-45%) et RAS (10-20%) [213, 214] (Figure 22).

Plusieurs types de réarrangements impliquant BRAF ou d’autres protéines ont aussi été
découverts. Des mutations somatiques ont été trouvées dans les CPTs en association avec les
mutations de génes drivers ou seules. Parmi elles, on retrouve comme pour les CFTs, des génes
codant pour des protéines de la traduction, des effecteurs de la signalisation MAPK (70%) et
PI3K (faible proportion), des génes de la réparation de I’ADN, des suppresseurs de tumeurs,
des protéines de la régulation transcriptionnelle et d’autres protéines impliquées dans d’autres

processus cellulaires [215-217] (Figure 22).

{*,?g:,‘;‘g’ Figure 17 : Voies de signalisation
i, " A principales activées durant le
T | f . N
RS | processus de carcinogenése
: RET/PTC thyroidienne [213]
/ ‘T‘ Signalisation MAPK et PI3K-AKT activées
TR " dans les CMTs, CFTs, CPTs et les cancers
l anaplasiques de la thyroide (CATS).
— PTEN L’activation de ces deux voies de signalisation
SRAL aboutissent a la prolifération, croissance et
p",’l"‘f\"‘“ ' AKT pﬁ:":‘f survie cellulaire. La signalisation MAPK est
(MEK) activée par les oncogeénes mutés RAS, BRAF,
l RET et les protéines de fusion incluant un
; récepteur tyrosine kinase (RTK). La
o L signalisation PI3K-AKT est activée par RAS
‘ muté, les altérations génétiques incluant les
RTKs et les effecteurs en aval tels que PTEN
INUNINTININING S (Phosphatase and TENsin homolog), AKT1 ou
. . . encore la sous-unité de PI3K, PIK3CA.
Cell proliferation, survival and growth
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* Mutation de ’oncogéne BRAFY®E et conséquences dans les CPTs

BRAF. BRAF est une protéine kinase effectrice de la signalisation MAPK appartenant a la
famille des protéines RAF (A-RAF, B-RAF et C-RAF). Les membres de la famille RAF
présentent trois régions conservées (RC). La premiere RC 1 est une région autorégulatrice et de
liaison a la protéine RAS-GTP, la deuxiéme RC 2 est une région charniere et la troisieme RC 3

est le domaine catalytique serine/thréonine kinase (Figure 18).

BRAFV600E

] I I O N

CR2 G-loop AS

Ras binding- Cys-rich Kinase domain
domain domain

[ conserved regions of the proteins BRAF, ARAF and RAF-1

AS : Activation segment

Figure 18 : Structure de I’oncogéne BRAF et mutation BRAFV600E [421]

Dans sa forme inactive, le domaine N-terminal autorégulateur inhibe via des interactions intra-
protéiques le domaine C-terminal kinase afin d’empécher une probable activation de la
signalisation via un contact avec les substrats ou protéines activatrices de BRAF. Cette dernicre

semble aussi maintenue dans sa conformation inactive via des interactions protéiques.

En condition physiologique, I’activation de BRAF est un processus qui se déroule en plusieurs
étapes. BRAF est activée a la suite d’une liaison avec RAS liée a une molécule de GTP apres
¢échange de son GDP. Cette derniere elle-méme est activée en réponse a une stimulation et
activation des récepteurs tyrosines kinases (RTKs) principalement mais aussi d’autres types de
récepteurs membranaires par des signaux externes. La fixation de BRAF a RAS permet un
changement conformationnel de la protéine, ce qui entraine I’exposition du domaine catalytique
serine-thréonine kinase. La encore une interaction protéique permettrait de stabiliser BRAF
dans sa conformation « ouverte » ou active. Il est a noter qu’apres sa liaison a RAS, BRAF est
recrutée a la membrane plasmique, a cet endroit son activité peut étre modulée par d’autres

acteurs via des modifications post-traductionnelles ou via des interactions protéiques [219]. Les
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phosphorylations de BRAF a la membrane contribuent a la déstabilisation de sa conformation

inactive et permettent a I’inverse un maintien dans sa conformation active.

BRAF dans sa forme active compléte forme un homodimeére ou hétérodimere [220]. Les
données indiquant une possibilit¢ d’oligomérisation de BRAF sans liaison a RAS sont
controversées. Une fois active, BRAF permet I’activation de la signalisation MAPK par
phosphorylation. BRAF phosphoryle MEK1/2 (Mitogen-activated Extracellular signal-
regulated Kinase 1/2) qui a son tour phosphoryle ERK1/2 (Extra-cellular signal-Regulated
Kinase 1/2) qui a son tour phosphoryle et active des facteurs de transcription intervenant dans
les processus cellulaires comprenant la prolifération, croissance, différenciation cellulaire

entres autres (Figure 17).

BRAF est la principale protéine kinase de la famille RAF dont le geéne est altéré dans de
nombreux cancers. Les mutations de BRAF affectent les sites d’autophosphorylation et de
dimérisation ou encore les sites de liaison 8 RAS et modulent ainsi 1’activation ou le maintien
de la signalisation MAPK. En condition physiologique, le signal est interrompu a I’arrét de

I’exposition des cellules aux signaux externes.

Arrét du signal ou rétrocontrole négatif. Le contrdle du niveau d’activation de la signalisation

MAPK s’effectue a deux niveaux.

Le premier niveau d’autorégulation est assuré par ERK1/2. En phosphorylant BRAF, il permet
le recrutement de protéines dont 1’activité est la déphosphorylation de résidus phosphorylés,
perturbant ainsi la liaison de BRAF a RAS et empéchant le processus de dimérisation qui
permet son activation [221]. La phosphorylation de BRAF par ERK1/2 entraine le recrutement
de deux protéines phosphatases, PP2A (protéine phosphatase 2) et Pin-1 ou PPlase (peptidyl-
prolyl cis/trans isomerase). En déphosphorylant BRAF, elles contribuent a déstabiliser les
homo/hétérodiméres a des fins de recyclage et diminuent ainsi le signal. En plus de BRAF,
ERK1/2 phosphoryle d’autres cibles de la signalisation MAPK avec pour objectif I’atténuation
du signal [222]. Il est a noter que les sites de phosphorylation dépendants de ERK1/2 peuvent

étre mutés, plusieurs mutations ont ét¢ décrites dans la littérature.

Le deuxiéme niveau de contrdle de ’activité de la signalisation MAPK concerne d’autres types
de protéines phosphatases, les DUSPs (Dual Specificity Phosphatases). Les différents membres
de la famille DUSP présentent une variabilit¢ dans la spécificité du substrat, dans leur
distribution tissulaire, dans leur localisation subcellulaire et leur mode de régulation. Dans la

thyroide, deux DUSPs contrdlent le niveau d’activation de la signalisation MAPK en
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désactivant ERK1/2 par déphosphorylation. L’expression des DUSPs 5 et 6 semble étre
controlée par la signalisation MAPK et dépendante de ERK1/2. Les équipes d’ Anna Kucharska,
Marchetti S et leurs collaborateurs ont montré que DUSP 5 et 6 sont aussi capables d’étre

phosphorylées par ERK1/2 [223-226], ce qui influencerait sur leur stabilité.

Dans les CPTs, DUSPS5 et 6 sont surexprimées. Cette surexpression est probablement corrélée
a I’augmentation et I’activation chronique de la signalisation MAPK dans ce type de cancer. En
raison de leur role physiologique, I’hypothese la plus probable est que I’augmentation de
I’expression de ces protéines, en contrdlant le taux de p-ERK1/2, atténuent la signalisation
MAPK, laquelle lorsqu’elle est suractivée peut conduire a I’apoptose. Elles auraient donc un
role antitumoral [226]. L’ensemble de ces données augmentent ainsi le niveau de complexité

concernant les mécanismes de modulation de la signalisation MAPK.
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monomere a été remis en cause mais ces données

supplémentaires doivent permettre d’approfondir le

En attendant, I’hypothése d’une monomérisation de
BRAFVY6%E  est majoritaire dans la littérature

scientifique et les données indiquent que la forte activation de la signalisation MAPK observée
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avec ce type de mutation de BRAF est due a I’absence de régulation du signal par le contrdle

de la dimérisation (voir figure 19).

Conséquences de la mutation BRAF""E dans les CPTs. Certaines études ont montré que la
mutation BRAFV6%E comparée aux autres mutations affectant BRAF permet une haute intensité
d’activation de la signalisation MAPK [226]. Cette activation constitutive et de forte intensité
de la signalisation MAPK est associée a un phénotype prolifératif et invasif. Comparé aux
autres types de CTs, peu d’altérations génétiques sont retrouvées dans les CPTs, seules ou en
association avec la mutation driver BRAFV6E Par conséquent, le développement et la
progression des tumeurs arborant ce type de mutation sont majoritairement dus aux événements

qui découlent de I’activation constitutive de la signalisation MAPK [216].

1) Dédifférenciation.

Les CPTs mutés BRAFV6%E peuvent devenir réfractaires a I’irathérapie, ¢’est-a-dire incapables
de capter I’iode radioactif, en raison d’une répression de I’expression du geéne codant le NIS.
Des ¢études ont montré qu’en plus du NIS, les génes permettant I’organification de I’iode et plus
généralement les genes de la différenciation sont également réprimés sous ’action de cet

oncogene.

Le projet TCGA (The Cancer Genome Atlas) consiste en une analyse multifactorielle de 496
CPTs. Cette analyse comprend la classification des caractéristiques histologiques, moléculaires,
génétiques, épigénétiques, I’expression génique et protéique, les signalisations, 1’état de
différenciation entre autres, des CPTs. Ce projet a été développé dans le but de faciliter la
classification des CPTs et de leur sous-type et ce, dans le but d’améliorer la prise en charge des

patients.

Tous les critéres d’analyse ne seront pas abordés ici mais dans un premier temps les auteurs ont
classé les CPTs selon qu’ils soient mutés pour BRAFV6%E (ou présentent des caractéristiques
génétiques et phénotypiques identiques a ceux mutés BRAFV60E) ou RAS (y compris les CPTs
qui présentent des caractéristiques génétiques et phénotypiques similaires a ceux mutés RAS).
Ils ont ensuite évalué le niveau d’activation de la signalisation MAPK en déterminant le profil
d’expression de nombreux genes régulés positivement ou négativement par MEK1/2 et ont
aussi évalué le profil d’expression au niveau transcriptionnel de plusieurs genes de la

différenciation, dont ceux impliqués dans le métabolisme de 1’iode et la fonction thyroidienne.
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L’intégration de toute ces données a permis d’établir un score de différenciation thyroidien et
d’obtenir une signature spécifique des CPTs arborant la mutation BRAFVY®?E, Les résultats
confirment dans un premier temps, la forte activation de la signalisation MAPK dans les CPTs
mutés pour BRAFV6E Les génes de la fonction thyroidienne analysés (Tg, TPO, pendrine,
NIS, SLC5AS8, DIO1 et 2, DUOXI1 et 2) présentent une expression faible, voire nulle, et cette
répression génique est associée a un faible score de différenciation [216]. D’autres génes de
différenciation non cités dans I’étude intégrative comme le géne TSHR affichent une expression
faible dans les CPTs avec la mutation BRAFY®™E ayec néanmoins une variabilité

interindividuelle [230] (Figure 20).
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Figure 20 : Dédifférenciation dans les CPTs, analyse intégrative [216]
Classification des CPTs selon leur état mutationnel (score BRAFV600E-like ou RAS-like). Analyse de la
signature de ERK1/2, du score de différenciation et de I’expression des genes de différenciation
thyroidienne (Tg, TPO, pendrine, NIS, SLC5A48, DIO1, DIO2, DUOXI, DUOX2). Forte activation de la
voie de la signalisation MAPK (signature de ERK1/2 élevé) associée a un faible score de différenciation
et une faible expression des genes de la différenciation.

En plus de son implication dans les processus de dédifférenciation, la mutation BRAFY'E dans
les CPTs, dits histologiquement différenciés et de bon pronostic, peut favoriser dans certains
cas un terrain mutationnel et conduire ainsi a des caractéristiques clinico-pathologiques
agressives avec notamment une invasion extra-thyroidienne. Les métastases issues du CPT
représentent un challenge thérapeutique en raison du fait que les cellules soient réfractaires a
I’irathérapie qui constitue le principal traitement et le traitement de premicre ligne des CPTs
métastasiques. Ces données soulignent donc I’importance de la compréhension des mécanismes

amenant au processus de dédifférenciation.
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2) Potentialisation de la sécrétion de TGF-§

Une étude fondamentale menée par Garcilaso Riesco-Eizaguirre et ses collaborateurs a montré
une implication de BRAFV6%E dans le mécanisme de dédifférenciation et aussi de TEM via la
sécrétion du facteur de croissance TGF- [231]. Ce résultat a depuis été confirmé par d’autres
équipes [232, 233]. 1l apparait que les acteurs de la signalisation TGF-3 sont surexprimés dans
les CPTs et que cette molécule sécrétée agit de manicre autocrine sur les cellules cancéreuses.
L’activation de la signalisation TGF-f conduit a la répression du NIS et a I’activation du
programme transcriptionnel responsable de la TEM [232]. Ainsi, une coopération existe entre
les signalisations MAPK et TGF- dans le processus d’invasion cellulaire [231] ainsi que dans
la mise en place du processus de TEM [234] et il a ét¢ montré qu'une augmentation de
I’expression de TGF-f est inversement corrélée a I’expression du NIS. Ces études ont démontré
que le TGF-B est un acteur clé de la dédifférenciation et de la progression tumorale dans les

CPTs.

TGF-B en plus d’étre un facteur de croissance, est une cytokine multifonctionnelle produite a
I’origine par les cellules du systéme immunitaire mais aussi par les cellules cancéreuses. Elle
appartient a la superfamille des facteurs de croissance transformants (TGF-f1/2/3 et d’autres
protéines de signalisation) et intervient dans de nombreux processus physiologiques comme le
développement, la croissance et I’homéostasie des différents tissus ou organes et des processus
cellulaires comme la croissance et prolifération des cellules, I’apoptose ou mort cellulaire

programmeée, la cicatrisation, la régulation des réponses immunitaires...

Structure du TGF-f. TGF-J est synthétisée sous forme d’une pré-pro-protéine latente (pré-pro-
TGF-B) qui va subir une série de clivages protéolytiques. TGF-p tout au long de son trafic
vésiculaire puis apres sécrétion au niveau de la matrice extracellulaire (MEC) va étre associée
a des complexes protéiques dans le but de la garder dans un état inactif et d’apporter un controle

supplémentaire dans 1’activation de cette signalisation.

Activation du TGF-f. L’activation du TGF-f par sa libération du complexe semble étre
spécifique au type cellulaire et au tissu. TGF-f est libérée du complexe protéique par 1’action
d’enzymes de la MEC comme les MMPs (matrix métalloprotéinases). Son activation dépend
aussi de mécanismes allostériques. Les liaisons entre les protéines du complexe et TGF-$3
peuvent étre déstabilisées selon certains parameétres cellulaires comme le pH, 1’état d’oxydation,

d’autres interactions protéiques permettant ainsi la libération de cette dernicre.
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Signalisation du TGF-p, voie canonique. Une fois libre, le TGF-f peut alors se fixer sur son
récepteur membranaire TGF-BR. Ce dernier est alors composé de deux types de sous-unités (1
et 2) qui présentent une activité catalytique kinase. Il existe un troisiéme type de sous-unité sans
activité catalytique mais qui médie la liaison du ligand au récepteur. TGF-f se lie au TGF-BR2
qui phosphoryle et active TGF-BR1. Ce dernier phosphoryle a son tour les effecteurs de la
signalisation TGF (Figure 21).

La voie canonique de transduction du signal TGF fait intervenir les protéines SMAD (Sma-
mothers against decapentaplegic). Il existe trois classes de SMAD, les R-SMADs qui
comportent SMAD2 et 3, la co- SMAD dont I"unique membre est SMAD4 et les [-SMADs
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TGF-BRI1. Elles sont aussi capables de

recruter des phosphatases qui déphosphorylent les résidus phosphorylés et interrompent la
progression du signal ou encore de recruter les facteurs permettant 1’internalisation des TGF-
BRs pour une possible dégradation ou un recyclage. Elles agissent directement comme
répresseurs transcriptionnels en empéchant la fixation des hétérodimeéres SMAD2/3 et 4 a

I’ADN via une inhibition compétitive ou en interagissant avec des co-répresseurs
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transcriptionnels. Enfin , les [-SMADs servent de plateforme pour le recrutement d’enzymes
E3 ubiquitine ligases comme Smurfl ou 2 (Smad ubiquitination regulatory factor 1 or 2) afin
de permettre la dégradation des TGF-BRs [236, 237]. Notons aussi que la fonction des -SMADs

est controlée par des modifications post-traductionnelles et des interactions protéiques.

Signalisation du TGF-p, voie non canonique. L’ activation de la signalisation TGF-f3 peut aussi
passer par d’autres types d’effecteurs appartenant a d’autres voies de signalisation cellulaire
indépendamment des SMADs. Il a ét¢é montré que la transduction du signal TGF-f pouvait
passer par des effecteurs des signalisations PI3K-AKT, MAPK-JNK, RhoA (Ras homolog
family member A )-CDC42 (cell division control protein 42), MAPK-ERK1/2 [236] (Figure
21).

TGF-f dans les cancers. Une activation aberrante de la signalisation TGF-f} est retrouvée dans
de nombreux cancers. Les différents acteurs de la signalisation TGF-f y compris le TGF- lui-
méme sont souvent augmentés dans ces situations pathologiques. Ajouté a cela, le fait que TGF-
B est aussi produit par les cellules du microenvironnement tumoral et souvent dans le but de
contribuer au développement cancéreux. Cette cytokine agit en tant qu’immunosuppresseur et
inhibe la réponse immunitaire antitumorale, c’est aussi un promoteur de 1’angiogenése. En
dernier lieu, le TGF-f est un puissant activateur de la TEM. Les mécanismes par lesquels TGF-
B contribue a la mise en place de ces processus sont assez bien connus et sont toujours a 1I’étude

pour certains. TGF- est donc un acteur majeur de la progression tumorale.

En fin de compte, deux voies de signalisation prédominent dans les CPTs mutés pour
I’oncogéne BRAF en position V600E, la signalisation MAPK et TGF-B. Ces deux
signalisations interagissent et communiquent entre elles afin de promouvoir la dédifférenciation
d’une part et la progression des cellules tumorales. Les mécanismes et acteurs impliqués sont a

éclaircir.

4.b.3) Cancer oncocytique de la thyroide (COT)

Longtemps considéré comme un sous-type de CFT, le cancer oncocytique de la thyroide ou
cancer a cellules de Hiirthle est classé aujourd’hui comme le troisieme et dernier type de cancer
différencié. Il s’agit d’un cancer extrémement rare puisqu’il représente 3 a 4% des CTs
diagnostiqués. Les COTs sont sporadiques, ils surviennent plus fréquemment chez les

personnes agées avec une disparité d’apparition selon le sexe. Du point de vue clinique, c’est
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le cancer le plus agressif des cancers différenciés. C’est un cancer moins sensible a I’irathérapie
comparé¢ aux CFTs et CPTs. L’origine cellulaire des cancers a cellules de Hiirthle est
controversée. Quelques marqueurs de différenciation ont été récemment trouvés faisant dire
que l’origine serait folliculaire [238]. En condition physiologique, les cellules de Hiirthle
présentent une abondance de mitochondries en intracellulaire dont la fonction reste inconnue.

De ce fait ces cellules présentent une certaine sensibilité a ’hypoxie.

Concernant les altérations génétiques, de nombreuses mutations (50 a 60% des COTs) dans
I’ADN mitochondrial ont été observées surtout dans les génes codant pour les sous-unités de
du complexe I de la chaine de transport d’électrons mitochondriale, accompagnées d’une
altération de la chaine respiratoire mitochondriale et d’une déficience énergétique. Ces
mutations conduisent a I’accumulation de mitochondries anormales. D’autres mutations
somatiques ont été trouvées dans plusieurs génes codant pour des protéines des signalisations
RTK/RAF/RAS/AKT et dans une faible proportion des protéines de remodelage de la
chromatine et de la réparation de I’ADN. Les COTs sont aussi caractérisés par des altérations
chromosomiques, des cas d’aneuploidie ont été détectés dans une fréquence assez élevée. Le
mécanisme conduisant a ces altérations chromosomiques n’est pas connu et leurs roles dans la
progression tumorale ne sont pas clairs [239] (Figure 22). Les études sont insuffisantes du fait

de la rareté de ce type de cancer.

4.c) Cancer anaplasique de la thyroide

Les carcinomes anaplasiques de la thyroide (CATs) sont les CTs les plus agressifs, le taux de
survie a compter du diagnostic est d’environ 6 mois et ils représentent environ 1% des CTs
diagnostiqués. Ils sont essentiellement détectés chez les personnes agées, une prédominance

féminine est encore observée dans ce type cancéreux [240].

Les CATs sont issus de la prolifération des cellules folliculaires. Ils peuvent évoluer de maniére
directe ou a partir des types cancéreux différenciés papillaires et folliculaires suite a une
accumulation mutationnelle. On y retrouve donc en plus des altérations génétiques retrouvées
dans les cancers différenciés (BRAF, RAS, RET...), d’autres mutations dans d’autres
oncogénes (TERT, Telomerase Reverse Transcriptase) ou suppresseurs de tumeurs (p53)
aboutissant a un phénotype plus agressif. Des mutations dans les génes codant les protéines du

cycle cellulaire, du remodelage de la chromatine, du remodelage du cytosquelette, de la
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régulation de I’expression génique, de la signalisation PI3K-AKT et des protéines de la
réparation de I’ADN ont été trouvées [241]. Une faible proportion de CATs peut se développer
de maniere sporadique indépendamment de la présence d’un contexte tumoral au préalable via
la survenue de mutations somatiques [242] (Figure 22). Les marqueurs de différenciation sont

compleétement réprimés dans les CATs.

Les carcinomes anaplasiques selon tous ces éveénements préalablement cités restent un
challenge pour la prise en charge thérapeutique des patients atteints. Les traitements
conventionnels permettent aujourd’hui un bref ralentissement de la progression de la maladie
puisque I’établissement de métastases résécables et principalement non résécables restent la
majeure cause de décés du CT. Les CATs sont incurables, d’ou la nécessité de comprendre les
mécanismes aboutissant a la survenue et a la progression de la maladie dans le but de développer

de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Figure 22 : Types histologiques de CTs et altérations génétiques
En bleu : cancers dfférenciés

5) Nouvelle stratégie thérapeutique « Re-différenciation »

Les conséquences de I’activation constitutive de BRAFV6%E conduisent a un processus de

dédifférenciation des cellules tumorales thyroidiennes. La répression de 1’expression du NIS
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peut mener a une impasse thérapeutique si les traitements en termes de re-différenciation n’ont

démontré aucune efficacité.

La découverte des altérations génétiques dans les
différents types de CTs et leurs conséquences a *
permis de développer de nouvelles molécules qui
conduisent a la restauration de signalisations dont
I’état d’activation est proche de la physiologie.

Dans le cas des CPTs arborants la mutation

BRAFY™E les molécules pharmaceutiques

Figure 23 : Dosimétrie a I’'"**I d’un
patient présentant de multiples
lésions métastasiques [496]

développées permettent 1’inhibition de différents
composants de la signalisation MAPK. Un des
premiers essais cliniques sur I’homme, menée par  Panel de gauche : avant traitement. Panel de

droite : apres traitement Selumetinib,
Alan L Ho et ses collaborateurs avec le  restauration de la captation de liode et

visualisation par dosimétrie I des nodules

Selumetinib, inhibiteur de MEK1/2 a montré des . )
métastatiques.

résultats positifs sur la réinduction du transporteur

de I’iode [243]. Les patients ont ainsi été traités dans un premier temps avec un analogue de la
TSH et une dosimétrie de contrdle a I’iode 124 a été effectuée. Les 1ésions métastatiques non
visibles dans ce cas le sont devenues ensuite chez certains patients apres le traitement par le
Selumetinib. Ces patients ont ainsi pu bénéficier ensuite d’un traitement par irathérapie (Figure

23).

Cependant, il a été observé un différentiel dans la réponse selon si les patients présentaient des
tumeurs mutées BRAF ou RAS. En effet, un meilleur taux de réponse a été observé chez les
patients présentant des tumeurs mutées pour I’oncogene RAS. Une des explications est que
I’activation de la signalisation MAPK dans les cancers arborant des mutations de BRAF est
beaucoup plus forte en raison notamment de I’absence de rétrocontrole négatif du signal médié
par ERK1/2. Par conséquent, I’inhibition de cette signalisation par le Selumetinib peut dans

certains cas étre incomplete.

In vitro, I’inhibition de MEKI1/2 a permis de restaurer 1’expression des génes de la

différenciation dans des cellules thyroidiennes mutées BRAF V60 [244].

Par la suite, plusieurs types d’inhibiteurs de la signalisation MAPK ont été développés avec des
cibles différentes au sein de la signalisation MAPK avec une efficacité variable. La Food and

Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis a approuvé trois inhibiteurs de kinases dans le
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traitement des cancers avancés réfractaires a I’iode 131, le sorafenib (2013), le lenvatinib (2015)
et le selpercatinib (2020). Ces molécules bloquent les tyrosines kinases suractivées dans la

signalisation MAPK telles que RET, RET-PTC entres autres [199].

Le dabrafenib, inhibiteur de BRAF et le trametinib, inhibiteur de MEK1/2 sont aujourd’hui
utilisés ensemble dans le traitement des formes avancées de différents types de cancers porteurs
de la mutation BRAFY$%E 1’ association de ces deux molécules a montré une potentialisation
de Dactivit¢ antitumorale dans les modeles pré-cliniques. Dabrafenib et trametinib sont
actuellement utilisées dans plusieurs essais cliniques de phase II, dans plusieurs pays, chez des
patients présentant un CT localement avancé ou métastatique muté BRAFYSE, Ce traitement

a permis chez certains patients une diminution du volume tumoral et a amélioré la survie a long

terme [245, 246].

Cette association a aussi permis la réinduction du NIS et des génes de I’organification de 1’iode
[247-249]. Un essai clinique de phase Il (MERAIODE) mené par S.Leboulleux et son équipe a
I’institut Gustave Roussy, a montré que 1’association du dabrafenib et du trametinib est efficace
dans la restauration de la captation de 1’iode chez les patients porteurs d’un cancer différencié

de la thyroide muté BRAF Y6,

Chez certains patients (10%), une absence de réinduction de la captation de I’iode a été observée
apres traitement dabrafenib/trametinib ou autres inhibiteurs de la signalisation MAPK. Les
mécanismes impliqués dans cette absence d’effet sont a élucider. Une possible explication a
cela, est le développement de résistances aux inhibiteurs de BRAFV6%E [250], avec la survenue
de mutations secondaires permettant 1’activation de voies de signalisation parall¢les. Ces
données démontrent encore plus la nécessité de mieux comprendre les mécanismes conduisant

au processus de dédifférenciation.

La survenue de ces mécanismes de résistance a conduit les auteurs a envisager d’autres modes
de stratégie thérapeutique comme les combinaisons [251]. Une de ces options s’appuie sur la
combinaison de molécules inhibant la signalisation MAPK avec d’autres signalisations activées

en parallele.

En résumé, la re-différenciation thyroidienne, en conduisant a la réexpression du NIS ainsi qu’a
celle des geénes de 1’organification de I’iode pour bénéficier de 1’irathérapie reste aujourd’hui
une des meilleures options thérapeutiques pour les patients présentant un CPT muté BRAFV600E
localement avancé ou métastatique. Des études complémentaires permettant de mieux

appréhender d’une part les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de la signalisation MAPK
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et d’autre part ceux impliqués dans la répression du NIS dans les CPTs mutés BRAFV60E,

pourraient contribuer a 1’¢laboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Part III : Mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance
thérapeutique et le processus de dédifférenciation thyroidienne

L’¢étude des mécanismes régulant I’expression du NIS a mis en évidence pour la premiere fois,
aux alentours des années 2000, une probable régulation redox. Cinzia Puppin et ses
collaborateurs ont montré que le facteur APE/Ref1 (apurinic apyrimidinic endonuclease/redox
factor 1) sensible a 1’état redox des cellules intervient dans 1’activation transcriptionnelle du
NIS [252, 253]. Plus tard, un des mécanismes de 1’effet Wolff—Chaikoff impliquant les ROS a
été publié. Leoni S.G et ses collaborateurs ont montré que I’excés d’iode entraine
I’augmentation d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) qui régule négativement 1’expression
transcriptionnelle et protéique du NIS ainsi que son activité [254]. Plusieurs autres équipes ont
par la suite confirmé une régulation de 1’expression du NIS, de sa localisation membranaire et
de son activité par les ROS.

Ces données indiquent un role potentiel du stress oxydatif dans la dédifférenciation et dans les

mécanismes sous-jacents.

1) Stress oxydatif et cancer thyroidien

1.a) Espéces réactives de ’oxygéne (ROS)

Les ROS sont des espéces oxygénées rendus chimiquement réactives par la présence dans leurs
structures d’électrons non appariés. En d’autres termes ce sont des molécules instables
auxquelles il manque un électron. Parmi ces especes, on retrouve les radicaux libres avec
I’anion superoxyde (O2~) et le radical hydroxyl (HO°®). Sont aussi regroupés dans cette
classification, des dérivés non radicalaires dont le peroxyde d’hydrogene (H20>) et I’oxygene
singulet ('0,). Certaines espéces réactives de I’oxygéne sont des précurseurs pour la synthése
d’autres especes. L’anion superoxyde O et le peroxyde d’hydrogéne H»O, par exemple
peuvent conduire a la formation de radical hydroxyl HO® par la réaction d’Haber-Weiss ou

Fenton en présence de fer par exemple.

Les especes réactives de I’oxygene sont produites par de multiples sources exogenes et
endogénes. Parmi les sources exogenes, on retrouve les radiations ionisantes (rayons X, a, 3, y)

qui par la radiolyse de 1’eau produisent des radicaux peroxydes (HO —» HO° + H").
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Plusieurs systémes endogenes professionnels et non professionnels sont responsables d’une
production de ROS cellulaire. Parmi les systémes professionnels c’est-a-dire dont ['unique
fonction est la synthése d’espéces réactives de I’oxygene on retrouve les différents membres de
la famille des NADPH oxydases (NOXs). Les systémes non professionnels sont des systémes
dont I’activité entraine une production de ROS secondaires et parmi ces systémes on retrouve
la chaine respiratoire mitochondriale, certaines enzymes cellulaires comme la xanthine

oxydase, la gluco-oxygénase, la lipo-oxygénase, la cyclo-oxygénase entres autres (Figure 24).

Sources of ROS
Endogenous

Exogenous

NAD(P)H oxidase Environmental toxins

Mitochondria
Peroxisomes
Cytochrome P450
Xanthine oxidase
Cyclooxygenase

lonizing radiation
Ultraviolet light
Electrical fields
Chemotherapeutics
Inflammatory cytokines

Lipooxygenase
y-Glutamyl transpeptidase

Figure 24 : Tableau récapitulatif des sources exogénes et
endogénes de ROS au niveau cellulaire [255]

Les ROS selon leur réactivité sont des especes plus ou moins diffusibles. Le radical hydroxyl,
espece oxydante la plus réactive est celle qui présente la durée de vie la plus courte car elle
oxyde des substrats au niveau de son lieu de production. Peu de données existent sur la
diffusibilité¢ des ROS au sein de la cellule. Ces especes qu’elles soient polarisées ou pas different
dans leur capacité a diffuser a travers les membranes et dans leur capacité réactionnelle. Le
peroxyde d’hydrogene, non polarisée, est la molécule la plus stable des espéces oxygénées, et
est celle qui diffuse le plus facilement a travers les membranes biologiques [256]. Dans la
physiologie cellulaire, il est important de noter que les ROS présentent une action locale au
niveau de leur site de production du fait de la présence dans la cellule de multiples systémes de

détoxification.

74



Introduction bibliographique -

1.b) Systemes antioxydants

Les ROS ainsi que les produits oxydés sont dégradés ou détoxifiés par 1’action de composés

antioxydants, parmi lesquels on retrouve des systémes enzymatiques et non enzymatiques.

Systéemes enzymatiques. Les systémes de détoxification enzymatique sont présents dans la
majorité des cellules de 1’organisme. Une grande partie de ces enzymes sont de type
oxydoréductase. Parmi ces enzymes, on retrouve notamment les métalloprotéines comme la
superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT) qui utilisent dans leur site actif des cofacteurs
comme le fer, le cuivre, ou le zinc qui permettent le transfert d’électrons nécessaire a la
réduction des ROS. Les autres enzymes comme la glutathion peroxydase (GTPx), la glutathion
reductase (GSR), la glutathion transférase (GST), le systéme thioredoxine (TRX)/thioredoxine
reductase ou encore la peroxiredoxine (PRX) catalysent la réduction des ROS grace a la
présence de cystéines dans leur site actif. Ces cystéines sont oxydées par les ROS et nécessitent
la présence d’autres molécules cofacteurs a propriété¢ oxydo-réductrice comme le NADPH, le

glutathion (y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine) pour un retour a 1’état initial.
La thyroide exprime les génes codant pour les enzymes antioxydantes citées précédemment.

Systéemes non enzymatiques. Parmi les systémes non enzymatiques, on retrouve des composés
dont le but est d’inhiber la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogenes
aux radicaux libres présents ou encore de piéger les espéces réactives, c’est 1’effet
« scavenger ». Certaines de ces molécules sont présentes et synthétisées par 1’organisme mais
d’autres sont souvent retrouvées dans I’alimentation. Certaines molécules sont des donneurs
d’ions hydrogeéne grace a la présence le plus souvent d’acides aminés aromatiques dans leur
structure, d’autres, grace a la présence de groupements fonctionnels comme les groupements
thiols entre autres dans leur structure, favorisent un échange d’électrons apreés oxydation,
permettant aux radicaux tres réactifs de former des espéces beaucoup moins réactives qui sont
recyclées par la suite. Certains antioxydants aprés oxydation peuvent aussi devenir a leur tour
des pro-oxydants mais sont réduits par la présence d’autres antioxydants, on conclut alors a un
mécanisme de synergie entre les antioxydants. Parmi les molécules antioxydantes, on retrouve
des composés liposolubles comme la vitamine A, la vitamine E, et des composés hydrosolubles
comme la vitamine C, le glutathion, le pyruvate, ’acide urique, 1’acide lipoique, le NAC (N-

acétylcystéine)...

11 existe aussi des composés qui séquestrent les métaux de transition et inhibent ainsi la réaction

de Fenton et donc la formation d’espéces déléteres.
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Figure 25 : Espéces réactives de I’oxygéne (ROS) et conséquences cellulaires, molécules

de détoxification
CAT : catalase ; GPx : Glutathion peroxydase ; TRX : systéme thioredoxine ; GSH : glutathion ; Fe : fer;
HOCI : acide hypochlorique formé par [’action de la myeloperoxydase, responsable de [’effet bactericide ;
Cr :ion chlorure ; e : électron. Formation d’anion superoxyde et de peroxyde d’hydrogene par les NADPH
oxydases.

Pour finir, il y a des systemes de défense cellulaire secondaire qui empéchent I’accumulation
de macromolécules (lipides, protéines et ADN) oxydées. Parmi ces systémes, on retrouve des
enzymes de la réparation de dommages oxydatifs pour I’ADN, des phospholipases pour les

lipides et des protéases entre autres pour les protéines [257] (Figure 25).
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1.c) Stress oxydant et processus de dédifférenciation

Homéostasie redox. Dans la cellule, la concentration de ROS est finement régulée, on parle
d’homéostasie rédox. Les ROS en concentration physiologique sont indispensables a la
physiologie et au métabolisme cellulaire. Elles interviennent notamment dans I’immunité innée
avec un rdle anti-microbien direct via I’oxydation des structures bactériennes. Les ROS sont
impliquées dans la signalisation cellulaire, elles sont des messagers secondaires et influencent
divers processus cellulaires via I’oxydation de résidus cystéines des protéines effectrices dans
ces voies de signalisation. Quelques mécanismes d’implication des ROS dans les signalisations
cellulaires sont bien décrits dans la littérature. Comme nous ’avons vu plus haut, elles

participent aussi a la synthése hormonale notamment avec le cas des HTs.

Stress oxydant. La perturbation de 1’équilibre redox, qui se traduit par une augmentation des
ROS, conduit a des situations pathologiques dues a une dérégulation de la signalisation
cellulaire et de I’immunité. Un déséquilibre redox peut ainsi aboutir a I’oxydation irréversible
de composants cellulaires du fait d’une saturation des moyens de détoxification cellulaire (stress

oxydant), entrainant ainsi la survenue de processus inflammatoires et tumorigenes.

Stress oxydant dans les cancers. Dans les cancers, le stress oxydatif intervient a toutes les
étapes de I’initiation a la progression tumorale. Les mécanismes sont assez bien documentés.
Un stress oxydant chronique via I’oxydation de composants cellulaires conduit bien souvent au
recrutement de cellules immunitaires responsables de I’installation et du maintien d’une
composante inflammatoire. Ce terrain inflammatoire constitue un environnement pro-
néoplasique puisque les cytokines produites sont capables d’activer ou d’interférer dans des
voies de signalisation mitogénes. Les dommages oxydatifs a I’ADN sont responsables de
mutations génétiques, d’altérations épigénétiques et de la mise en place d’instabilités
génétiques. Les altérations génétiques/épigénétiques entrainent la dérégulation de 1’expression
d’oncogénes ou de suppresseurs de tumeurs et/ou d’autres génes contribuant au mécanisme de
cancérogenese. De multiples études ont montré que le stress oxydatif impacte plusieurs voies
de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire comme les signalisations MAPK,
PI3K-AKT, les signalisations activées en réponse aux facteurs de croissance (EGF, IGF-1...)
ou des voies de signalisation anti-apoptotiques notamment via la modulation de 1’activité des

effecteurs ou de leurs expressions [258].
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Implication du stress oxydant dans la carcinogenése thyroidienne et la dédifférenciation. Par
son implication dans la synthése des HTs, la thyroide est un organe ou la production de ROS
est une des plus importante comparé aux autres organes. L.’analyse des dommages oxydatifs a
I’ADN dans la glande thyroidienne de souris montre que le taux est 8 a 10 fois plus important
par rapport & d’autres organes [259]. Dans les CPTs, Zing Hong Eng et ses collaborateurs
montrent que le niveau de ROS est significativement plus élevé par rapport aux atteintes
bénignes de la thyroide [345]. Une autre étude menée par 1’équipe de Marina Muzza montre
que le stress oxydant dans les CTs évolue parallelement a 1’agressivité tumorale et au taux
d’activation de la signalisation MAPK. Cette équipe a confirmé un fort taux de stress oxydant
dans les CPTs inversement corrélé avec le score de différenciation thyroidien [260]. Du coté
des défenses antioxydantes dans les CTs, les données semblent controversées. L’analyse des
sélénoprotéines GPx1 and TrxR1 dans des CPTs montrent que leur expression est diminuée
dans ce type de situation pathologique [261]. Plusieurs autres études, en revanche, montrent
que I’expression de certaines enzymes antioxydantes (GPXs, SODs) est augmentée dans les
CPTs [260-263]. Une des hypotheses a cela est que I’augmentation de ces acteurs antioxydants
a titre compensatoire a 1’¢élévation du niveau de ROS permettrait le maintien de la concentration

de ROS a un niveau permettant la survie des cellules cancéreuses.

Parmi les acteurs impliqués dans la génération de ROS pouvant conduire a un stress oxydatif,
nous nous sommes intéressés aux enzymes NADPH oxydases (NOXs). Dans la thyroide, 3
membres de la famille des NADPH oxydases (NOXs) sont présents. DUOX2 qui génére I’H>O»
nécessaire a 1’organification de I’iode pour la syntheése des HTs, DUOX1 dont le role dans ce
processus reste controvers¢ et NOX4 qui génére du H»O: en intracellulaire de manicre

constitutive.

1.c.1) Famille des NADPH oxydases (NOX5s)

Les NADPH oxydases sont des complexes enzymatiques membranaires appartenant a la classe
des oxydoréductases. La famille des NADPH oxydases comporte 7 membres, NOX1/2/3/4/5 et
DUOX1/2, identifiés sur la base de certaines propriétés structurelles communes et conservées.
Ces structures conservées incluent 6 domaines transmembranaires avec des sites de fixation
héminiques, un site de liaison aux coenzymes NADPH et FAD ((Flavine adénine dinucléotide)
a I’extrémité C-terminal co6té intracellulaire (Figure 26). Le domaine N-terminal présente une

certaine variabilité selon les
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NOXs via le transport d’¢lectrons du NADPH au FAD

puis aux hémes pour finir au dioxygene, catalysent la Figure 26 : Structure de la

réaction d’oxydation du NADPH par I’oxygene, cela  Fégion conservée des membres de
la famille NADPH oxydase [70]
Tous les membres de la famille NADPH
NADP*. L’anion superoxyde est rapidement dismuté  oxydase partagent 6 domaines
transmembranaires hautement
en peroxyde d’hydrogéne, plus Stable, par I’action de conservés. En rouge, sont représen[és les
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transmembranaires 11l et V permettant la
mesurer la production d’O>" avec les outils de détection ~ fixation des hémes. L extrémité C-
terminal contient les sites de fixation au
actuels. FAD et NADPH. Les cercles en vert
représentent les acides aminés conserveés
entre NOX1, NOX2, NOX3 et NOX4.

aboutissant a la formation d’anion superoxyde et de

la superoxyde dismutase (SOD) d’ou la difficulté de

Comme énoncé précédemment, les ROS générées par
les NOXs participent a différents processus
physiologiques comme I’immunité, la signalisation

cellulaire, 1’apoptose.
4+ Autres membres de la famille NOX : NOX1/NOX2/NOX3/NOX5

NOX2. La premiére NOX découverte et aujourd’hui la mieux étudiée est la NOX2. Elle a été
mise en évidence par I’observation d’un phénomene appelé « burst respiratoire » autrement dit
une consommation accrue de 1’oxygeéne indépendamment de la chaine respiratoire
mitochondriale accompagnée d’une production de ROS dans plusieurs types cellulaires mais
essentiellement dans les phagocytes et neutrophiles qui sont des cellules du systéme

immunitaire avec un role bactéricide.

NOX2 est une glycoprotéine d’environ 70-90 kDa, elle est constitutivement associée a
p22phox, partenaire fonctionnel puisqu’en absence de ce dernier NOX2 est instable et non

détectable. NOX2 produit des ROS uniquement apres activation par un signal. L’activation de
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NOX2 a la suite d’un stimulus requiére la translocation de facteurs cytosoliques au complexe
membranaire NOX2/p22phox, cceur catalytique de I’enzyme. Ces facteurs cytosoliques codés
par des génes différents sont les protéines p47Phox, p67Phox, p4(QPhox et la GTPase Rac, elles sont
assemblées de manicre séquentielle selon un modele précis et qui fait aussi intervenir des
modifications post-traductionnelles dont majoritairement des phosphorylations. Une fois
assemblé, le complexe est actif et génére de I’anion superoxyde (Figure 27). D’autres
modifications post-traductionnelles ont aussi été rapportées avec un effet sur 1’activité du

complexe et les interactions entre les partenaires [48, 91, 289-298].

Outre sa présence dans les neutrophiles et phagocytes, NOX2 est aussi exprimée dans un grand
nombre de type cellulaire, on la retrouve dans les neurones, les cardiomyocytes, les myocytes
du tissu squelettique, les hépatocytes, les cellules endothéliales et les cellules souches
hématopoiétiques [70]... NOX2 est principalement localisée au niveau de la membrane
plasmique et des membranes endosomales. Il s’agit d’une protéine bien caractérisée dans les

cellules du systéme immun.

NOXI. Protéine homologue de NOX2 (environ 60% d’homologie), NOX1 généere de 1’anion
superoxyde [249]. Tout comme NOX2, elle présente le méme mode d’activation via
I’interaction avec des facteurs cytosoliques (Figure 27). Parmi ces facteurs, on retrouve
NOXOI (NOX organizer 1) homologue de p47°hx, NOXA1 (NOX activator 1) homologue de
p67Phx, Les protéines p22P"°* et Rac sont également essentielles a son activité [299-303]. De la
méme manicre, les modifications post-traductionnelles que subit NOXI1 modulent les

interactions protéiques entre les partenaires, sa localisation subcellulaire et son activité [295,

275, 304-312].

NOX1 est hautement exprimée dans le cdlon selon un gradient spécifique puisque I’on retrouve
une forte expression dans la partie distale et une faible dans la partie proximale de cet organe.
On retrouve aussi NOX1 dans plusieurs autres tissus et types cellulaires avec notamment les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses vasculaires, les ostéoclastes, les cellules
de I’utérus, de la prostate, du placenta entres autres [70]. Les données concernant sa localisation

subcellulaire différent selon le type cellulaire [279, 313, 314].

NOX3. NOX3 est exprimée fortement dans l’oreille interne, essentiellement dans les
épithéliums sensoriels cochléaire et vestibulaire ainsi que le ganglion spiral. Elle joue un rdle

dans la perception de 1’équilibre et de la gravité en étant impliquée dans la formation des
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otoconies, dépdts de carbonate de calcium sur les cellules sensorielles ciliées de I’oreille interne
[315]. D’autres études ont révélé la présence de NOX3 dans I’os du crane, le cerveau, certains
tissus foetaux incluant la rate, le foie, les poumons et les reins [315, 316]. Compte-tenu de cette
distribution tissulaire limitée, il y a peu d’informations sur la localisation subcellulaire de
NOX3. Les études sur 1’organe vestibulaire évoquent essentiellement une localisation a la

membrane plasmique.

L’activation de NOX3 est dépendante de la sous-unité membranaire p22P"°* [317, 318]. Les
données in vitro indiquent que NOXO1, NOXA1, p47Phox, p67Phox et Rac sont des partenaires
essentiels a I’activité de NOX3 (Figure 27) [319, 320]. Certaines données sont aussi en faveur
d’une activation constitutive de NOX3. Dans ce sens, des études complémentaires sont donc
requises afin de clarifier le rdle de ces facteurs cytosoliques dans I’activation ou la régulation

de ’activité de NOX3.

NOXS5. NOXS est la seule NOX qui ne requiert ni p22phox, ni les autres sous-unités
cytosoliques pour son activation. En revanche, elle présente une plus longue extrémité N-
terminale par rapport aux autres NOXs qui contient quatre motifs « EF hand » impliqués dans

la fixation des ions calcium.

Son activité est donc régulée par la concentration intracellulaire en Ca?" . En absence de
calcium, la production de ROS générée par NOXS est faible voire nulle (Figure 27) [321-323].
NOXS5 génere tout comme NOX1/2/3, de I’anion superoxyde (O2) et comme pour les autres
NOXs, son activité est aussi modulée par des interactions protéiques et des modifications post-
traductionnelles [310, 324-334]. 1l existe différentes isoformes de NOXS, résultant d’un
¢épissage alternatif. Celles-ci, présentent une distribution tissulaire variée et se distinguent par

leur mode de régulation et leur mécanisme d’action [325, 335, 336].

NOXS5 est une protéine de 85 kDa, son expression est élevée dans quelques organes dont les
testicules, la rate et les ganglions lymphatiques [337, 338]. Dans une moindre proportion, elle
est aussi présente dans les muscles vasculaires lisses, la moélle osseuse, le pancréas, le placenta,
les ovaires, I’utérus, I’estomac, le tractus gastro-intestinal, dans divers tissus feetaux... avec des
actions variées [70, 316, 325]. La localisation subcellulaire de NOX5 comme pour les autres

protéines est fonction du type cellulaire et de son mécanisme d’implication [330, 339].
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Figure 27 : Famille NADPH oxydase (NOX1/2/3/4/5) [340]

Activité dépendante des sous-unites cytosoliques pour NOX1/2/3. Activité constitutive pour NOX4. Activite
dépendante du calcium pour NOXS5.

1.c.2) Implication de NOX4

Elle présente environ 39% d’homologie avec les autres membres de la famille NOX. Peu
d’études sur les mutations affectant NOX4 ont été révélées, en revanche plusieurs variants
d’épissage ont ét¢ répertoriés a ce jour dans différents tissus avec une implication dans la

physiologie et la physiopathologie [264-266].

NOX4 produit du H20s. Il a ét¢ démontré scientifiquement que la troisiéme boucle extra-
cytosolique « E-loop » de NOX4 plus longue que celles de NOX1 ou NOX2, contenant une
histidine, source de protons permet 1’accélération de la dismutation spontanée de O2” en H20s.
La suppression des acides aminés par mutagenése de la boucle E de NOX4, tout en préservant
I’expression et la localisation subcellulaire de I’enzyme, a permis la détection d’anion

superoxyde [267].

Dans I’immense majorité des travaux, il a été montré que NOX4 est une enzyme dépendante de
la protéine membranaire p22P"°*, Des études fonctionnelles démontrent que la p22P'°X joue un
role clé dans la stabilisation de NOX4 et I’activité de NOX4. L’inverse est également vrai
puisque NOX4 stabilise aussi p22°P"°* [268, 269]. NOX4 ne nécessite pas de sous-unités
cytosoliques pour son activité, c’est la seule des NOXs a posséder une activité constitutive de
génération de ROS directement liée a son niveau transcriptionnel (Figure 27). Cependant, cette
activité peut étre modulée dans certaines conditions par des interactions protéiques ou par des
modifications post-traductionnelles [270-277]. En 2009, Poldip2 (Polymerase delta-interacting
protein 2), protéine multifonctionnelle et principalement impliquée dans le remodelage du

cytosquelette et la réparation de ’ADN a été identifiée comme un régulateur de I’activité de
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NOX4 dans les cellules musculaires lisses vasculaires [274]. Une association de cette protéine

avec NOX4 a aussi été observée dans des thyréocytes de rat en culture [174].

D’autres études mettent en lumicre une possible régulation de I’activité de NOX4 de manicre
redox puisqu’elle posseéde des cystéines au niveau de la boucle extracellulaire « E-loop » qui

peuvent subir des modifications de type redox [278].

Protéine de 65 kDa, NOX4 est fortement exprimée dans le rein, mais on la retrouve également
dans plusieurs types cellulaires dont les cellules endothéliales, les ostéoclastes, les cellules
musculaires lisses, les cellules souches hématopoiétiques, les fibroblastes, les kératinocytes, les

mélanocytes, les neurones... [70]

La localisation subcellulaire de NOX4 est variée, elle dépend essentiellement du type cellulaire
et du type d’implication de NOX4 dans les mécanismes physiologiques. Dans les cellules
musculaires lisses vasculaires, NOX4 est décrite & la membrane plasmique [279, 280], dans les
cellules endothéliales, elle est principalement retrouvée au niveau du RE [281]. Une localisation
mitochondriale dans certains types cellulaires est aussi observée [282]. Enfin, d’autres travaux
ont permis la découverte de NOX4 au niveau nucléaire et périnucléaire avec une implication

dans la signalisation nucléaire et les dommages a I’ADN [264, 283].

Comme les autres NOXs, 1’expression de NOX4 est inductible par de multiples facteurs et
I’activation des signalisations associées. Parmi ces signalisations on retrouve la signalisation
du TGF-f1, celle du TNF-a, de I’angiotensine I, de la TSH ou encore les signalisations activées
en réponse a un stress du RE, a I’hypoxie et I’ischémie etc. [70] On observe aussi une régulation
redox de NOX4 puisqu’il a été montré que le facteur Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived
2)-like 2), acteur fondamental de la réponse antioxydante, controle positivement 1’expression
de cette derniere [284]. Tout cela est rendu possible grace a la présence de plusieurs séquences

de fixation pour des facteurs de transcription au niveau du gene codant NOX4.

Réle de NOX4 dans la carcinogenése thyroidienne et la dédifférenciation. Dans la thyroide,
NOX4 présente une localisation périnucléaire et la dérégulation de son expression comme pour
DUOXI est associée au processus de carcinogenese. L’analyse de I’expression des NOXs dans
la thyroide a révélé que seule NOX4 est augmentée dans les CPTs sporadiques [285]. NOX4
est particuliérement augmentée dans les CPTs arborant la mutation BRAFV6%E [285]. L’équipe
de Ping Tang a montré que I’inhibition de NOX4 dans les CPTs diminue la prolifération

cellulaire et module la glycolyse en condition hypoxique (insuffisance en oxygéne) [286].
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L’inhibition de NOX4 dans le CT, permet aussi de lever la résistance a certains agents de
chimiothérapie et de thérapies ciblées en favorisant 1’apoptose [287]. L’ensemble de ces
données indiquent un réle des ROS générées par NOX4 dans I’oncogenese, dans la progression
tumorale et méme dans les mécanismes de résistance, mais ces mécanismes restent a
approfondir. Azouzi.N et ses collaborateurs montrent que la signalisation TGF-B/SMAD3
contrdle I’activation transcriptionnelle de NOX4 et que la génération de ROS associée a cette
augmentation de 1I’expression de NOX4 est impliquée dans la répression de SLC5AS codant le
NIS dans les CPTs arborant la mutation BRAFV69E [232]. Par ailleurs ces auteurs montrent que
I’expression de NOX4 est inversement corrélée a la différenciation thyroidienne. SLC5AS
n’étant pas le seul géne réprimé dans ce type de cancer, ces données suggérent un role de NOX4
dans les mécanismes de dédifférenciation. Une inhibition de NOX4 dans des thyréocytes en

culture a montré une augmentation de 1’expression de FOXE1, PAXS8, TPO [288].

2) Dommages oxydatifs a ’ADN et mécanismes de réparation

La Iésion oxydative a I’ADN la plus courante et la plus étudiée est appelée 8-0xoG (8-0x0-7,8-
dihydroguanine), elle résulte de 1’oxydation de la base guanine. Les dinucléotides CpG
(déoxycytidine phosphate déoxyguanosine) sont répartis de maniere spécifique au sein du
génome. Ils sont retrouvés en abondance dans certaines régions et forment ce que I’on appelle
les lots CpG. Ces derniers sont présents essentiellement dans les régions promotrices de
certains génes et compte-tenu de leur abondance en base guanosine, ces régions sont sensibles
a ’oxydation. 8-0x0G est considérée aujourd’hui comme un biomarqueur du stress oxydatif,
plusieurs outils de détection ont été développés afin d’évaluer le rdle du stress oxydant dans

I’initiation et la progression des processus pathologiques.
a) BER (Base Excision Repair)

BER est la voie majeure de réparation des 8-0xoGs. Ces 1ésions sont reconnues par 1’enzyme
OGGI1 (8-oxoguanine DNA glycosylase-1), glycosylase permettant I’excision de la base
oxydée, entrainant alors la présence d’un site apurinique ou abasique au sein de la molécule
d’ADN, ce procédé initie le processus de réparation. En bref, ces sites apuriniques sont
transformés en extrémité simple brin 5’ou 3’ par I’action d’une endonucléase APEl (AP-

endonuclease 1). A partir de cette étape, deux voies permettant la continuité de la réparation
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avec une cinétique différente et faisant intervenir des acteurs
différents se dessinent, ces deux voies sont appelées « long
patch » and « short patch ». Elles permettent le remplacement
du site abasique ou de la séquence manquante par 1’ajout de
nucléotides puis la ligature de ces derniers via [’action
d’enzymes de type ADN polymérase et ADN ligase [341]
(Figure 28).

OGG1. L’expression d’OGGI est régulée en fonction de 1’état
redox cellulaire. Nrf2, facteur de transcription redox
controlant I’expression des génes codant pour les enzymes de
détoxification controle aussi la transcription d’OGG1 [205,
362]. Une particularité de cette enzyme est sa capacité a
moduler la transcription en se fixant sur les 8-0xoGs dans les
régions promotrices de génes indépendamment de son rdle
dans la réparation. Il s’agit d’une enzyme dont I’activité est
aussi régulée par 1’état oxydatif cellulaire, elle est inhibée par
oxydation des cystéines de son centre catalytique [342]. La
liaison d’OGG]1 catalytiquement inactive a son substrat
entraine une conformation allostérique de la chromatine
favorisant pour certains geénes, la reconnaissance de motifs

reconnus par les protéines de la machinerie transcriptionnelle

permettant ainsi la transcription.

Cancers. Une déficience en OGGl par des altérations

génétiques comme des polymorphismes ou épigénétiques
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Figure 28 : Base Excision
Repair (BER) [533]
Détection de la base oxydée §-
0xoG par OGG1 (8-oxoguanine
DNA glycosylase-1), création
d’un site apurinique et
recrutement de [’endonucléase
APEIL. Voie « long patch » :
nucléotides ajoutes par les
polymérases delta et epsilon en
combinaison avec PCNA
(proliferating cell nuclear
antigen). Ancien brin éliminé par
FENI (Flap-endonucléase 1) et
ligature par ligase 1 (Ligl). Voie
« short patch » : remplacement
de la base manquante par
polymérase béta et ligature par
ligase III (Liglll). Présence de la
protéine d’ancrage XRCCI (X-
ray repair cross-complementing
protein 1).

amene a une accumulation mutationnelle puisque la persistance de 8-0xoG augmente le risque

mutagene. Des polymorphismes associés a OGG1 ont été trouvés chez certains patients atteints

d’un CT [343]. L’expression d’OGG1 est diminuée dans les CFTs [344]. Une étude menée par

Zing Hong Eng et ses collaborateurs montrent que 1’expression d’OGG1 est augmentée dans

les CPTs [345]. Selon les données du TCGA, I’expression d’OGG1 est inversement corrélée a

I’activation de la signalisation MAPK dans les CPTs, ce qui suggere que les dommages

oxydatifs pourraient avoir une implication dans le mécanisme de dédifférenciation [67].
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Autre voie de réparation des dommages oxydatifs. Les dommages oxydatifs a ’ADN non
réparés peuvent conduire a 1’apparition d’autres types de dommages. La présence de 8-0xoG
est fortement mutagene puisque les intermédiaires de réparation comme les sites apuriniques
peuvent en cas de réparation imparfaite ou manquante aboutir a des cassures chromosomiques
simples et/ou doubles brins [341]. Ameziane-El-Hassani R et ses collaborateurs montrent que
I’exposition des cellules folliculaires au H>O» provoque une augmentation des cassures double
brins, matérialisées par 1’augmentation de la phosphorylation de I’histone H2AX (YH2AX)
[346]. Cette derniere fait partie des protéines structurant la chromatine, elle est phosphorylée
en réponse aux cassures de I’ADN et permet le recrutement de protéines de la réparation. Un
marquage de YH2AX montre que les dommages a I’ADN sont plus importants dans les CPTs
comparément aux nodules thyroidiens bénins et aux tissus thyroidiens normaux [347]. En plus
des cassures, la 8-0x0G peut étre la source de mésappariements. Un mauvais appariement de 8-
oxoG avec ’adénine peut entrainer des transitions GC vers AT et des transversions GC vers

TA durant le processus de réplication [67].

Les lésions oxydatives de maniere générale sont réparées par BER et NER (réparation par
excision de nucléotides). Ce dernier ne sera pas abordé¢ dans 1’étude car il intervient
essentiellement dans 1’élimination de Iésions étendues qui impactent sur la conformation de
I’ADN. De nouvelles données émergent et montrent que la voie de réparation des
mésappariements MMR (Mismatch repair) est aussi impliquée dans la réponse aux dommages
oxydatifs. Des niveaux basaux et induits de dommages oxydatifs plus élevés ont été trouvés
dans des cellules dépourvues d’un ou plusieurs acteurs de la voie MMR [397]. Plusieurs génes
codant pour les protéines de cette voie ont été retrouvés muté ou alors leur expression dérégulée

dans les cancers y compris les CTs [348].
b) Mismatch repair (MMR)

La voie de réparation MMR comme son nom l’indique intervient principalement dans la
réparation des mésappariements (appariement de 2 bases non complémentaires) durant le
processus de réplication, elle peut aussi réparer les insertions/délétions de nucléotides. Les
protéines intervenant dans la voie MMR sont conservées entre les especes et sont regroupées
en 2 catégories, I’'une regroupant les protéines homologues de MutS et I’autre, les protéines
homologues de MutL. Les dommages oxydatifs sont reconnus par les homologues de MutS.
Chez I’homme, deux hétérodiméres composent MutS, MSH2/MSH6 (MutSa) et MSH2/MSH3
(MutSp). Les sous-unités MSH2/MSH6 sont spécifiques aux mésappariements tandis que
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MSH2/MSH3 reconnaissent particuliérement les
lésions hétérologues insertions-délétions. Une fois la
reconnaissance et la fixation de 1’hétérodimere
MSH2/MSH6 aux dommages, les homologues de
MutlL sont recrutés et interagissent avec
I’hétérodimere afin de former un complexe de
réparation. La encore, plusieurs hétérodimeéres de
MutL ont été identifiés, MutLa (MLH1/PMS2),
MutLf (MLH1/PMS1) et MutLy (MLH1/MLH3).
MutLa est principalement identifié comme
interagissant avec MutS. Comme dans la voie de
réparation BER, le complexe MutS/MutL (MSH2-
MSH6/MLH1-PMS2) permet le recrutement des
protéines et enzymes qui vont permettent la
réparation (ADN endo/exonucléase, polymérase,

ligase) (Figure 29).

Introduction bibliographique -

G 3’

g — T 5/

HMSH2 l HMSH6

" SSB @| e

HMLH]1 llll’MSZ

:%

Translocation ATPase activity
along the DNA of MSH2 and/or MSH6

Exonuclease | l
Polymerase o l
Ligase

— G

—C

Figure 29 : Mismatch repair
(MMR) [349]

Détection du mésappariement par
I’héterodimeére MSH2/MSH6. Recrutement
de MLHI/PMS?2. Intervention de
I’exonucléase I, de la polymérase delta et
d’une ligase.

MSH2/MSHG6. Les génes codant MSH2/MSH6 sont considérés comme des génes de ménage,

le facteur E2F contrdlant le cycle cellulaire, contrdle aussi leur expression. MSH2 et MSH6

forment un hétérodimere stable, la présence de I’un est nécessaire a la stabilité de I’autre [350].

Des modifications post-traductionnelles comme

les phosphorylations

contrblent la

translocation nucléaire de MSH2/MSH6 et leur liaison aux dommages [351]. Concernant la

réparation des dommages oxydatifs, il a été montré que I’hétérodimére MSH2/MSH6 qui

présente par ailleurs une activité ATPase, est activé par la reconnaissance et la liaison aux

mésappariements incluant 8-0xoG avec les autres nucléotides [352]. Une coopération entre les

systetmes BER et MMR via une interaction entre les acteurs de ces voies dans la réparation des

dommages oxydatifs a ét¢ démontrée [353] mais ces informations restent a approfondir.

Cancers. Comme énoncé précédemment, une déficience de la voie MMR avec des mutations

des acteurs (MSH2, MSH6, MLH1 ou PMS2) ou la dérégulation de leur expression par des

altérations épigénétiques a été retrouvée dans plusieurs types de cancers. C’est aussi le cas dans

certains CTs différenciés ou des polymorphismes, des mutations et des altérations

épigénétiques associés a ces genes ont €té trouvés et corrélés a la mise en place d’instabilités

génétiques et a des caractéristiques clinicopathologiques agressives [354, 355]. Dans les

cancers déficients en MMR, les cellules présentent un taux mutationnel de 100 & 1000 fois plus
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important que les cellules normales [348], suggérant que la réparation des dommages oxydatifs
est inefficace dans ces conditions. Par I’analyse des données du TCGA, Ameziane El Hassani.R
et ses collaborateurs montrent que les protéines MSH2, MSH6 ainsi que POLH (ADN
polymérase de la voie MMR) sont augmentées dans les CPTs mutés BRAFVYYE [67]. Les
données évaluant le lien entre les voies de réparation des dommages oxydatifs BER et MMR

sont a étudier.

Conséquences cellulaires liées a la présence de 8-oxoG. En bref, la présence de 8-0xoGs
affecte les processus transcriptionnels et réplicationnels. En conduisant au recrutement de
protéines de la signalisation BER, 8-0x0G perturbe la liaison d’autres protéines a la chromatine.
C’est le cas notamment pour les facteurs de transcription [341, 356]. Certaines études montrent
aussi que la survenue de 8-0xoGs dans des séquences codantes de genes bloque le processus
d’¢longation de la transcription. Enfin, I’émergence de dommages oxydatifs 8-oxoGs peut
conduire a la modification de la structure secondaire de I’ADN. L’une des structures
secondaires pouvant étre affectée par la présence de ces dommages oxydatifs est la structure G-
quadruplex. Il s’agit d’une structure a 4 brins (ADN ou ARN) formée par des liaisons
spécifiques entre 4 résidus guanines et qui intervient dans plusieurs processus cellulaires tels
que la régulation de 1’expression génique, la réplication, la stabilit¢ du génome [341] ... Ce
type de structure est plus fréquemment observé dans les régions promotrices de certains genes,
probablement en raison la encore de leur abondance en base guanine et dans les régions 5’-UTR
de certains ARN messagers. Ces structures peuvent étre stabilisées ou au contraire déstabilisées

par la présence de 8-0x0G et des acteurs de la voie BER [357, 358].

De plus en plus d’auteurs s’accordent a dire que 8-0xoG peut étre considérée comme une
marque épigénétique, intervenant dans la modulation de I’expression des genes via la liaison
des protéines de la voie de réparation BER [359, 360]. 8-0x0G agit aussi dans la régulation de
I’expression génique en servant de plateforme au recrutement de facteurs épigénétiques via la
liaison de protéines des voies de la réparation. Dans la littérature OGG1, MSH2/MSH6 sont
des protéines qui ont été décrites comme servant de plateforme au recrutement de facteurs
épigénétiques [360, 361] . Ces données témoignent d’un lien étroit entre les dommages

oxydatifs et les processus épigénétiques dans la régulation transcriptionnelle des genes.
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3) Mécanismes épigénétiques dans le processus de dédifférenciation : lien

avec le stress oxydatif

Les mécanismes ¢épigénétiques regroupent 1’ensemble des processus moléculaires qui
permettent de modifier I’expression des génes mais sans conséquence sur les séquences
génétiques. Les modifications épigénétiques sont réversibles et peuvent aussi étre transmises
au cours des divisions cellulaires. La répression réversible du géne SLC5AS par NOX4 [232]

suggere une implication des ROS produites par NOX4 dans un processus €pigénétique.

Conformation de la chromatine et lien avec le processus transcriptionnel. Les histones sont
des protéines qui interviennent dans la compaction de I’ADN. Elles constituent I’ unité de base
sur laquelle s’enroule ’ADN. L’association d’un tétramére d’histones H3-H4 et d’histones
H2A-H2B forme un octameére d’histones sur lequel s’enroule une portion d’ADN afin de former
un nucléosome. Les régions internucléosomiques sont marquées par la présence d’un autre type
d’histone, I’histone H1. La formation des nucléosomes représente le premier niveau de
compaction de I’ADN, s’en suit alors d’autres niveaux de compaction faisant intervenir des
protéines de types non histones afin de former la chromatine. Il existe aussi des variants
d’histones, localisés a certains endroits de la chromatine qui influent sur la structure et fonction

chromatinienne.

L’état de compaction de ’ADN est un facteur déterminant dans la modulation de I’expression
des génes. L’euchromatine, forme décondensée de la chromatine, transcriptionnellement active
en raison de son accessibilité par les facteurs de transcription comprend une forte densité de
genes. A l’inverse, I’hétérochromatine est une forme condensée de la chromatine, elle
comprend une plus faible densité de genes, et est souvent localisée en région périnucléaire.
Deux formes d’hétérochromatines sont observées dans les cellules, 1’hétérochromatine
constitutive composée essentiellement des régions centromériques et télomériques comportant
des séquences répétitives et I’hétérochromatine facultative pouvant étre transcriptionnellement

active de maniére transitoire.

Le remodelage de la chromatine est un processus dynamique assuré par des modifications post-
traductionnelles effectuées sur des résidus spécifiques au niveau de I’extrémité N-terminale des
histones. Les protéines responsables de ces modifications sont appelées « writters », les
modifications post-traductionnelles sont ensuite lues par d’autres types de protéines dites

« readers » qui médient la réponse transcriptionnelle en permettant le recrutement de divers
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acteurs. Enfin, ce processus étant spatialement et temporellement limité, les modifications sont

enlevées par des protéines appelées « erasers » (Figure 30).

Plusieurs types de modifications post-traductionnelles affectant les histones ont été décrites
dans la littérature comme 1’ubiquitination, la phosphorylation. Seules l’acétylation et la

méthylation, modifications les plus étudiées seront abordées dans ce chapitre.

a) Acétylation/Méthylation des histones

La méthylation des histones consiste en 1’ajout de groupements méthyls sur des résidus lysines
et arginines. Selon le type, la position du résidu méthylé, ainsi que le nombre de groupement
méthyl apposé sur les résidus, ce processus peut étre associé a I’activation ou la répression
transcriptionnelle. Les enzymes responsables de ce type de modification sont les histones lysine
méthyltransférases (KMTs) et les protéines arginine méthyltransférases (PRMTs), en revanche,
le retrait de ces modifications est assuré par les histones/arginines déméthylases. L analyse des
résidus présentant les modifications, corrélé a la modulation transcriptionnelle positive ou
négative a conduit les scientifiques a établir ce que 1’on appelle un « code histone ». Les
marques d’histones H3K27mel, H3K36me3 sont par exemple associées a des régions
transcriptionnelles actives tandis que d’autres marques comme H3K27me2,3 et H4K20me3

sont associées a des zones inactives transcriptionnellement [363].

La propriété majeure des histones est qu’elles sont chargées positivement grace a la présence
d’acides aminés basiques (lysine et arginine), ce qui permet les interactions avec I’ADN chargé
négativement. L’acétylation des histones consiste en la mise en place d’une liaison covalente
entre un groupement acétate et un résidu lysine, permettant ainsi la neutralisation des charges
positives et ’ouverture de la chromatine. En général, I’acétylation des histones est associée a
un état transcriptionnel actif tandis que la désacétylation a un état transcriptionnel inactif. Les
enzymes qui ajoutent et retirent les groupements acétates sont respectivement appelées histones
acétyltransférases (HATs) et histones désacétyltransférases (HDACs). Comme pour la

méthylation, il existe des marques activatrices ou répressives de la transcription (Figure 30).

Cancers. Les altérations épigénétiques modifient 1’état de compaction de la chromatine et
dérégulent I’expression de nombreux génes. Dans les cancers, des modifications aberrantes des
histones aboutissant a la répression de génes codant pour des suppresseurs de tumeurs ou

I’activation d’oncogenes ont été observées. Les anomalies épigénétiques interviennent dans la
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promotion et la progression tumorale. De nombreuses études ont montré une désacétylation des
histones au niveau du promoteur de SLC5AS codant le NIS, associée a la répression de son
expression [248, 364]. L’utilisation d’inhibiteurs d’HDACS in vitro a réinduit I’expression du
transporteur de 1’iode, ainsi que celle d’autres genes de la différenciation comme la Tg, TSHR
et TPO. En clinique, les résultats obtenus avec les inhibiteurs de HDACs concernant la captation
de I'iode restent mitigés. Une alternative thérapeutique envisagée est la combinaison
d’inhibiteurs de la signalisation MAPK avec les inhibiteurs de HDACs. Des résultats in vitro
ont montré un effet potentialisateur de ces combinaisons dans la réexpression des genes de
I’organification de I’iode et la captation de I’iode. Cet effet est par ailleurs augmenté par un
traitement TSH [248]. Ces données démontrent I’implication de mécanismes €pigénétiques

dans le processus de dédifférenciation thyroidien.

b) Méthylation de PADN

La méthylation de I’ADN est un processus qui permet 1’ajout d’un groupement méthyl CH3 sur
les cytosines des dinucléotides CG. Comme pour ’acétylation des histones, la méthylation de
I’ ADN est un processus épigénétique qui régule 1I’expression des genes. Il s’ agit principalement

d’une marque répressive.

Au sein du génome, les méthylations sont souvent retrouvées au niveau des promoteurs des
genes en raison de leur abondance en ilots CpG (50%) mais aussi dans les régions intra-
géniques (25%) et intergéniques (25%). Les groupements méthyls empéchent la transcription
en perturbant la liaison des facteurs de transcription. Comme toutes les marques épigénétiques,
les méthylations sont reconnues par les protéines « readers» qui interviennent dans la
répression en permettant le recrutement d’HDACs qui maintiennent la chromatine dans un état
fermé. Il y a donc une coopération entre les marques retrouvées au niveau des histones et celles
retrouvées au niveau de I’ADN [365, 366]. De la méme maniére, la méthylation de I’ADN est
associée a la méthylation des histones dans le processus de répression transcriptionnel puisque
les mutations des génes permettant la méthylation des histones affectent la méthylation de
I’ADN [367]. On observe ainsi une coopération entre les acteurs qui interviennent dans la

méthylation des histones et de ’ADN.

La méthylation de I’ADN est un processus physiologique qui intervient dans I’empreinte
génomique parentale, dans I’inactivation du chromosome X, dans le contrdle de 1’expression

génique durant le développement et au cours des divisions cellulaires. Ce procédé est dérégulé
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dans les cancers. Les enzymes catalysant cette modification sont les DNMTs (DNA
méthyltransférases). Chez I’homme, elles sont au nombre de trois. DNMT1 qui contribue a
maintenir le profil de méthylation du brin parental aux brins filles lors du processus de
réplication, DNMT3a et DNMT3b qui sont impliquées dans les méthylations de novo. La
déméthylation de I’ADN quant a elle, peut étre un processus passif ou actif. De manicre passive,
une déméthylation peut étre observée au cours des divisions cellulaires par un phénoméne de
dilution suite @ un manque de maintien de la méthylation. Elle est observée lors d’une perte
d’expression ou une perte d’activit¢é de DNMTI1. De manicre active, la déméthylation fait
intervenir plusieurs réactions enzymatiques ainsi que les protéines de la famille TET (Ten-
eleven-translocation), accompagnées de protéines « associées a la déméthylation de I’ADN »
[368]. Cette voie active permet la suppression des groupements méthyls en combinant la
modification enzymatique de ces groupements et I’intervention des protéines de la réparation.
Certaines de ces modifications enzymatiques peuvent aussi étre éliminées de maniére passive
car elles ne sont pas retenues lors du processus de réplication [368]. D’autres données suggerent
que les DNMTs, elles-mémes, puissent étre impliquées dans la déméthylation de I’ADN dans
certaines conditions, soit par leur activité intrinséque ou par la modulation de cette activité par

des interactions protéiques et notamment avec les protéines de la réparation [368] (Figure 30).

DNMTI. DNMTT1 est une protéine ubiquitaire. Contrairement aux autres DNMTs, DNMT1 se
lie préférentiellement & ’ADN hémi-méthylé. Durant la réplication, elle est localisée
principalement au niveau des fourches de réplication, lieu de synthese des brins d’ADN filles.
Dans ce processus réplicatif, la protéine UHRF1 (Ubiquitin-like, containing PHD and RING
finger domains 1) s’avére étre un cofacteur de DNMTI1 puisqu’elle se lie a I’ADN hémi-
méthylée et permet le recrutement de DNMT1. Dans les cancers, elle est souvent impliquée
dans la répression de geénes comme ceux codant les suppresseurs de tumeurs mais les
mécanismes de son implication restent incorrectement compris. DNMT]1 intervient dans le
processus de réparation des dommages a I’ADN. Certaines données montrent que DNMTT tout
comme d’autres acteurs de modification de la chromatine dont I’histone désacétylase sirtuin 1
(SIRT1) sont recrutés au niveau des cassures doubles brins de I’ADN pendant la phase S du
cycle cellulaire. Ning Ding et ses collaborateurs ont aussi montré que DNMTT est recrutée aux

sites de dommages oxydatifs via une interaction avec des protéines de la réparation [361].

DNMT3a/DNMT3b. Contrairement a DNMT1, DNMT3a et DNMT3b sont capables de se lier
a ’ADN hémi-méthylé et non méthylé. Elles ont la méme structure mais présentent un modele

d’expression tissulaire différent. Durant la période embryonnaire, 1’expression de DNMT3a et
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DNMT3b est forte mais durant la croissance une régulation négative de leur expression se met
en place. Dans les cellules somatiques adultes, I’expression de DNMT3a et DNMT3b est faible.
Tandis que DNMT3a est pratiquement ubiquitaire, DNMT3b est faiblement exprimée dans les
tissus différenciés, excepté la thyroide, les testicules et la moélle osseuse [369]. Le role de cette
derniére semble prédominant pendant 1I’embryogenese et moins durant le processus de
différenciation. Les données concernant DNMT3a et DNMT3b dans la carcinogenése sont plus
limitées mais des mutations de ces protéines ou des modifications épigénétiques entrainant la
dérégulation de leur expression ont été trouvées dans certains types de cancers. Xiaxia.Man et
ses collaborateurs montrent que 1I’expression de DNMT3a et DNMT3Db est augmentée dans les
cancers avancés du sein, cela associé a un faible pronostic [399]. Il a aussi été observé dans
d’autres types de cancers, une action conjointe de DNMT3b et de DNMT1 dans la méthylation
de genes [398].

Cancers. La dérégulation de la méthylation joue un rdle initiateur dans la survenue de cancers
et dans la progression. Une hyper-méthylation a été observée au niveau de certains promoteurs
codant pour des suppresseurs de tumeurs par exemple, associée a une hypo- acétylation de la
chromatine. L’utilisation d’inhibiteurs de HDACs et de DNMTs a démontré un effet dans la
réexpression de ces genes réprimés. A 1’inverse des genes codant pour les suppresseurs de
tumeurs, une hypo-méthylation est souvent observée dans les oncogénes. Dans les CPTs mutés
BRAFVYS%E en plus de I’hypo-acétylation retrouvée au niveau du promoteur du NIS, plusieurs
données démontrent une hyper-méthylation de cette région [248]. Yong Won Choi et ses
collaborateurs montrent que la mutation BRAFY6%E régule positivement ’expression de
DNMTT et que cette dernicre intervient dans la méthylation du promoteur du NIS [370]. Une
corrélation inverse entre 1’expression du NIS et le degré de méthylation des ilots CpG a été
observée. L’utilisation d’inhibiteurs de DNMTs in vitro a cependant montré des effets mitigés
sur la réexpression du NIS et la captation de I’iode mais potentialisés par I’usage d’inhibiteurs
de HDAC:s [248]. Une méthylation aberrante a également été trouvée au niveau de promoteurs
de genes tels que SLC5AS, pendrine, TSHR et TTF-1 [216, 371-374]. Les études a ce sujet sont

a approfondir.
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Figure 30 : Mécanismes épigénétiques et régulation transcriptionnelle [375]
Modélisation de [’état de compaction de la chromatine. L’ hétérochromatine, compacté est associée a la
répression transcriptionnelle. L euchromatine, ldche, est associée a une activation transcriptionnelle.
Modifications activatrices de la transcription : acétylation et méthylation des histones. Modifications
répressives . méthylation des histones, méthylation de I’ADN. Protéines responsables du remodelage de la
chromatine « writers », « readers », « erisers ».

¢) Autres mécanismes épigénétiques et acteurs

D’autres protéines interviennent dans le remodelage de la chromatine en utilisant 1’énergie de
I’hydrolyse de I’ATP (adénosine triphosphate) afin de déstabiliser les contacts entre
nucléosomes et ADN. Elles peuvent entrainer le glissement ou 1’éjection des nucléosomes, elles
modulent 1’espacement de ces derniers, elles peuvent aussi modifier la composition des
nucléosomes avec des variants d’histones. Elles interviennent au sein de complexes protéiques
qui sont au nombre de quatre, on retrouve les protéines de la famille SWI/SNF (switch/sucrose-
non-fermenting), les protéines de la famille ISWI (imitation switch), le complexe NuRD
(nucleosome remodeling deacetylase) qui comporte des protéines de la famille CHD
(chromodomain-helicase-DNA binding) et les protéines de la sous-famille INO8O (inositol
requiring 80) [376].

Autres types d’acteurs épigénétiques récemment découverts intervenant dans la régulation
transcriptionnelle, les miRNAs. Il s’agit de petits ARNs (de 20-25 nucléotides), simple brin,
non codant qui permettent la répression de geénes en s’appariant a des ARN messagers cibles

dont la séquence est complémentaire, entrainant ainsi I’inhibition de la traduction ou la
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dégradation des cibles. Les miRNAs interviennent dans de nombreux processus physiologiques
et I’expression aberrante de certains miRNAs est associée a des processus pathologiques.
Plusieurs génes codant pour des miRNAs ont été découverts dans le génome. L’expression des
miRNAs est aussi régulée par des mécanismes épigénétiques comme la méthylation de I’ADN.
Dans les CPTs mutés BRAFY6E une dérégulation épigénétique de certains miRNAs
intervenant dans la régulation transcriptionnelle de suppresseurs de tumeurs et d’oncogénes

contribuant a ’agressivité tumorale a été¢ mise en évidence [216].

Stress oxydatif et mécanismes épigénétiques. Une accumulation de 8-0xoG dans des cellules
rénales de rat a été observée principalement en région périnucléaire et au niveau de
I’hétérochromatine en raison de sa localisation dans le noyau [403]. De mani¢re intéressante,
par sa faible densité en genes, I’hétérochromatine est moins riche en dinucléotides et 1lots CpG
que I’euchromatine, le taux ¢élevé d’oxydation observé au niveau de cette structure compacte
serait dii a la différence d’accessibilité¢ des enzymes de la réparation. De ce fait, le remodelage
de la chromatine s’annonce étre essentiel a la modulation transcriptionnelle mais aussi a
I’efficacité de la réparation [341]. Dans I’euchromatine, 8-0xoG est plutot observée dans les
régions a forte teneur en dinucléotides GC, ainsi on peut retrouver cette base oxydée dans les

régions promotrices de certains geénes.

Comme décrit précédemment, 8-0xoG est considérée comme une marque épigénétique. Cette
modification de I’ADN influe sur les liaisons de protéines dont les facteurs de transcription a
I’ADN. Plusieurs connexions sont observées entre les dommages oxydatifs, les protéines de la
réparation, la méthylation de I’ADN et les autres marques épigénétiques [341]. Il a été démontré
que OGG1 recrute CHDA4, protéine du complexe de remodelage NuRD aux sites de dommages
oxydatifs par exemple. Il en est de méme pour I’hétérodimére MSH2/MSH6 qui recrute
DNMTI1 aussi a des sites de dommages oxydatifs [341, 360, 361]. Toute ces données
démontrent un role des ROS dans la régulation transcriptionnelle via la mise en place et/ou la
contribution a des mécanismes épigénétiques lesquels peuvent contribuer a la dédifférenciation

et a la progression tumorale.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Les cancers papillaires de la thyroide (CPT) localement avancés et métastatiques arborant

la mutation BRAFVY?E sont de faible pronostic en raison de la mise en place d’un processus

de dédifférenciation conduisant a la répression de geénes impliqués dans la captation et
I’organification de I’iode. La re-différenciation cellulaire est devenue une stratégie
thérapeutique. L’équipe a montré que la mutation BRAFV®E dans les CPTs augmente
I’expression de la NADPH oxydase 4 (NOX4) via la sécrétion et 1’activation de la
signalisation du TGF-f et que les ROS générées par NOX4 interviennent dans la répression
du geéne SLCS5AS codant pour le transporteur de I’iode, le NIS [232]. In vitro, les
antioxydants ou I’inhibition de NOX4 par ARN interférence dans les cellules thyroidiennes
tumorales mutées BRAFV6%E ont conduit a la réexpression du NIS. La réversibilité de ce
processus suppose que NOX4 intervient dans la répression génique via la mise en place de

mécanismes épigénétiques.

L’objectif de cette thése est donc de 1- déterminer les événements moléculaires et
mécanistiques régulés par NOX4 qui contribuent a I’extinction réversible des genes
impliqués dans la différenciation thyroidienne dont SLC5AS, et 2- d’analyser I’effet
d’inhibiteurs de BRAF/MEK utilisés en clinique sur le mécanisme épigénétique dépendant

de NOX4 dans les cellules cancéreuses thyroidiennes mutées BRAFV600E,
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Article 1

Les dommages oxydatifs a I’ADN générés par NOX4 empéchent le recrutement des
facteurs de transcription PAX8 et NKX2.1 a la chromatine dans les cellules cancéreuses
thyroidiennes arborant la mutation BRAFY60E
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Résumé de Darticle

Les cancers papillaires de la thyroide (CPTs) sont les cancers thyroidiens (CTs) les plus
fréquents (80 a 90%). 40 a 60% des CPTs arborent la mutation driver BRAFYF responsable
d’une forte activation de la signalisation MAPK, amenant a un processus de dédifférenciation
cellulaire associé a la répression des geénes de la différenciation thyroidienne. Parmi ces génes,
le géne SLC5AS codant le transporteur de I’iode, le NIS, dont la présence s’avere étre capitale
pour I’efficacité de la radiothérapie métabolique a I’iode radioactif, principal traitement des
CPTs localement avancés et métastatiques. Précédemment, I’équipe a montré que I’inhibition
de la NADPH oxydase 4 (NOX4) conduit a la réexpression du NIS. Nous avons donc analysé
dans ce travail, les événements mécanistiques induits par NOX4 qui contribuent a la
répression du NIS.

Nos données montrent que NOX4 est présente dans la membrane nucléaire de plusieurs
lignées cellulaires issues de cancers de la thyroide, différenciés et anaplasiques porteurs de la
mutation BRAFY6E, NOX4 génére des ROS dans I’environnement périnucléaire et produit
des dommages oxydatifs a I’ADN. En analysant la 8-0xoG, dommage oxydatif le plus
abondant lors d’un stress oxydatif, nous montrons que les dommages oxydatifs sont répartis
de maniere non stochastique au sein du génome et sont aussi retrouvés au niveau des genes de
la différenciation thyroidienne. Deux systémes de réparation de I’ADN, interviennent dans la
réparation de la 8-0x0G induite par NOX4 dans nos mod¢les cellulaires, le systeme de
réparation par excision de bases (BER) et le systéme de réparation des mésappariements de
I’ADN. Nous montrons que des acteurs de la réparation appartenant a ces deux systémes, a
savoir les protéines OGG1, MSH2, MSH6 coopeérent avec des modificateurs épigénétiques
tels que la DNA méthyltransférases 1 (DNMT1) dans la répression des génes en perturbant la
fixation a la chromatine des facteurs de transcription de la différenciation thyroidienne PAXS8
et NKX2.1.
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Dans un second temps, nous avons analysé I’effet d’inhibiteurs de BRAF/MEK utilisés en
clinique sur le mécanisme épigénétique dépendant de NOX4 et montrons une régulation
différentielle des expressions protéiques de 1’hétérodimere MSH2/MSHG6 et OGG1 par la
signalisation MAPK. Enfin, nous avons démontré un intérét clinique de 1’inhibition de NOX4
conjointement a I’inhibition de BRAF/MEK dans la potentialisation du recrutement des
facteurs de transcription PAXS8 et NKX2.1 a la chromatine et dans la réexpression des génes
de la différenciation thyroidienne.
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Abstract

Radioiodine therapy (RAI), which is the cornerstone of the treatment of distant metastasis
from differentiated thyroid cancers (DTC), can be effective only in the presence of RAI uptake
in tumor cells that is dependent upon the expression of the iodide transporter NIS. The
majority of DTC are papillary with a BRAFV®9%F mutation present in 45% to 60% of cases. This
mutation is associated with an absence of RAIl uptake with a low NIS expression and a low
differentiation score. A promising approach for the treatment of these RAl-refractory patients
is to re-enhance RAI uptake by promoting tumor redifferentiation.

NOX4-derived ROS contribute to NIS repression in BRAF-mutated thyroid cancer cells. Deletion
of NOX4 promotes reactivation of NIS. This reversibility suggests a contribution to an
epigenetic mechanism. Our results show that NOX4 produces oxidative DNA damage in BRAF-
mutated thyroid cancer cells. These damages are converted into transcription-blocking
damages by DNA repair proteins including 0GG1 and MSH2/MSH®6 proteins. This prevents the
binding to the chromatin of PAX8 and NKX2.1 (TTF1), two transcription factors involved in the
regulation of the expression of thyroid-specific genes. We provide a molecular basis for how
NOX4 can promote thyroid dedifferentiation.



Introduction

Radioiodine therapy is based on the ability of thyroid cells to uptake and concentrate iodide.
The sodium iodide symporter (NIS), localized in the basolateral membrane, mediates the active
transport of iodide from the blood stream into the thyroid cells. lodide is then handled by the
unique iodide-metabolizing machinery. This machinery, which is under the control of TSH,
concentrates iodine into the cells and plays a key role on radioiodine efficacy [1].
Dedifferentiation is related to a decrease or even a loss of the expression of both thyroid
specific genes (SLC5A5 (NIS), TPO, Tg, TSHR) and thyroid transcription factor genes (PAX8 and
NKX2.1 (TTF1)) that play a crucial role in the regulation of gene transcription activity in thyroid
follicular cells [2].

The absence or loss of radioactive iodine (RAI) uptake in thyroid cancer cells is a major
challenge for the treatment of patients with differentiated thyroid cancers (DTC). An approach
for the treatment of RAl-refractory patients is to re-enhance RAI uptake or to re-differentiate
tumors [1]. Restoring RAI uptake is indeed the first step of redifferentiation.

Most DTC are differentiated papillary cancers (PTC) (80% of patients) which are characterized
in particular by the presence of the BRAFV®% mutation in 45% to 60% of cases. This mutation
is associated with tumor aggressiveness and with a low expression level of the genes involved
in iodide metabolism and a low tumor differentiation score [3] finally resulting in RAl
refractoriness. The exact mechanism underlying this phenomenon is unclear. BRAF is a
powerful activator of the MEK/MAP kinase pathway. Although it has been observed in an
engineered mouse model that inhibition of mutated BRAF or MEK leads to a reactivation of
NIS expression associated with an uptake of iodide by thyroid tumors [4], heterogeneous
results were observed in humans [5]. Therefore, understanding the mechanisms underlying
the loss of expression of NIS and genes involved in thyroid function is important to identifying
new molecular targets and proposing new treatment modalities.

Several studies have clearly demonstrated that reactive oxygen species (ROS), through
numerous redox reactions, regulate cellular functions including gene expressions. In cells,
NADPH oxidases (NOXs/DUOXs), which are membrane-bound complexes, are totally devoted
to the production of ROS [6]. The thyroid cells express three of them: DUOX2 whose role is to
provide H,0; necessary for TPO as well as DUOX1 and NOX4 whose roles in this tissue are still
unknown. We previously showed that BRAFV%F controls NOX4 expression and that NOX4-
derived ROS contribute to the repression of NIS at the transcriptional level [7]. In fact, the level
of NOX4 expression is significantly increased in mutated BRAF human and murine tumors and
is inversely correlated to thyroid differentiation suggesting that genes involved in thyroid
differentiation in addition to NIS might be silenced by a mechanism controlled by NOX4-
derived ROS [7].

The reversibility of the extinction of SLC5A5 gene encoding NIS by NOX4 suggests its
contribution to an epigenetic mechanism including methylation of genes by DNA
methyltransferases (DNMTs) and/or deacetylation of histones by histones deacetylases
(HDACs). DNA methylation is a key player in the regulation of gene expression and genes can



be aberrantly silenced by promoter CpG island hypermethylation. ROS can promote epigenetic
changes. 8-oxoGuanine (8-0xoG) is the most abundant of base damage during oxidative stress.
Increased 8-0xoG is associated with carcinogenesis and can be repaired by Base Excision Repair
(BER), a multistep process that requires several activated proteins such as OGG1, and by
regulating non-canonical Mismatch repair (MMR). MMR proteins MSH2 and MSH6 play
important role in repairing clustered oxidative damage found in GC-rich regions of the genome
including promoter CpG island [8]. Recent results have linked repair of oxidative damage by
MSH2-MSH®6 to transcriptional inhibition by DNMT1 at sites of DNA damage [9]. Herein, we
show that NADPH oxidase NOX4, as H,0> generating system, produces oxidative DNA damage
in BRAF-mutated thyroid cancer cells. These damages are converted into transcription blocking
damage by OGG1 and MMR proteins by affecting in particular the binding of PAX8 and NKX2.1
(TTF1) to the chromatin, two key transcription factors involved in the regulation of the
expression of thyroid-specific genes. Adding inhibition of the MAPK pathway to the knockdown
of NOX4 potentiates the recruitment of the two transcription factors to the chromatin.
Collectively, our results provide novel mechanism insights on the role of NOX4-derived ROS on
thyroid dedifferentiation process.



Material and Methods

Key resources table.

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Antibodies
Rabbit monoclonal anti-NOX4 Abcam 109225
UOTR1B492
Mouse p22phox (44.1) Santa Cruz Sc-130551
Biotechnology
Anti-LaminB1 [EPR8985(B)] Abcam
Polyclonal anti-MSH6 Life technologies #A3000 22 A (WB)
Anti-MSH2 Abcam #Ab70270
0GG1/2 (G5) WB Santa Cruz Sc376935
8-0x0G clone 483.15 SIGMA MAB3560
Anti 8xodG Sigma/Millipore AB5830 (OxiDIP)
Anti-8 oxodG (15A3) Biotechne/R&D 4354-MC050 (cytometry)
b-Tubuline (BT7R) Therscientific MAS-16308
Mouse Anti-Vinculin [Vin54] Abcam Ab130007
Mouse monoclonal anti-DNMT1  Abcam Ab13537
Anti-DNMT3a Abcam Ab2850
Anti-DNMT3b Ozyme/Biolegend #695202
Rabbit PAX8 (D2521) Cell Signaling #59019
Rabbit TTF1 D2E8 Cell Signaling #123735
Anti phospho-p44/42 MAPK Ozyme/cell signaling 4370
ERK Cell signaling #4696
Rabbit p-MEK1/2 ser217/221 Ozyme/Cell signaling #9121
Mouse MEK L38C12 Ozyme/Cell signaling #4694
p-SMAD3 Abcam Ab51451
Monoclonal SMAD3 (5G11) Thermo MAS 15663
Anti g-H2AX phosphor s139 Abcam Ab81299
[EP854(2)Y]
Anti-gH2AX (JBW301) Millipore/Sigma 05-636-I
Anti-H2AX Abcam Ab11175
Mouse monoclonal Myc-Tag Cell signaling 22765
(9B11)
Mouse monoclonal antilaminA/C Santa Cruz Sc-7292
Anti-LaminB1 [EPR8985(B)] Abcam Ab133741
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Chemicals
Dabrafenib Selleck S2807




Trametinib Selleck S2673
Interferin OZYME POL409-10
Protease inhibitor Roche/Sigma 04693116001
Phosphatase inhibitor Roche 04906845001
TEW-7197 Selleck Chem
NucPE1 Med Chem Express 1404091-23-1
X-Treme HP DNA transfection SIGMA 6366236001
reagent
Diphenylene iodonium chloride  Sigma 300260
Critical Commercial Assays
Fast Universal SYBR Green Roche 04913850001
Master Kit (ROX)
Tagman Universal Master Mix Thermo #4364338
RNA isolation Kit Macherey Nagel 740955-50
DNA isolation Kit
MeDIP Kit
ATAC Kit
Maxima Reverse transcription Thermo EP0743
Kit
Qiashredder Qiagen 79654
Experimental Models: Cell lines
BCPAP DSMZ-German

Collection
8505C DSMZ-German

Collection
PDX563
Oligonucleotides
Primers for RT-gPCR This paper See table S
Recombinant DNA
mycOGGH1 Addgene
pcDNA3.1 EYFP H148Q/I125L Addgene #25872

Software and Algorithms

GraphPad Prism

ImageJ




Experimental procedures
Cell culture, chemicals, treatments and Plasmids.

Cell lines: BCPAP and 8505C were obtained from DSMZ-German Collection and maintained at
37°C and 5% CO2 in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (4.5 g/L glucose) (Life
technologies) and RPMI-1640, respectively, supplemented with 10% (vol/vol) FCS (Life
technologies) and penicillin/streptomycin (100 mg/ml; Life technologies). Primary human
thyroid cells were cultured as previously described [10].

PDX generation and PDX cell line

The PDX563 cell line was derived from a 76-year-old female with BRAFV6%%-mutated anaplastic
thyroid cancer (ATC). In 2010, the patient was originally diagnosed with 3-cm right papillary
thyroid carcinoma with extrathyroidal extension. She was treated with total thyroidectomy
followed by the administration of 100 mCi [-131. After initial treatment, the control 1-131
whole body scintigraphy and FDG-PET were normal. Her serum thyroglobulin level was 0.8
ng/mL under LT4 treatment. In 2017, the serum thyroglobulin level increased to 3.3 ng/mL.
The CT scan found a 13 mm right latero-tracheal mass, a 4 mm lymph node in the left
compartment VI and pulmonary micro-nodules. The FDG-PET showed a high uptake in the
latero-tracheal mass, and its biopsy demonstrated a recurrence of the papillary carcinoma. The
patient received a second treatment with 100 mCi of I-131, and no uptake was found on post-
therapy whole body scintigraphy. End of 2018, the FDG-PET showed an increase in uptake of
all lesions and the appearance of uptake in the right arm. Biopsy of the right arm revealed an
anaplastic carcinoma of the thyroid with a marked infiltration of macrophages. The patient
received Dabrafenib-Trametinib combination treatment and external beam radiation to the
neck and to the right arm. Despite treatment, the neck tumor continued to grow and the
patient died in 2021.

Fresh fragments of tissue biopsy of ATC were implanted in the sub-renal capsule of NOD scid
gamma (NSG) mice obtained from Charles River Laboratories. Xenografts were then serially
propagated subcutaneously from mice to mice up to five passages to generate a viable tumor
bank. Patient-derived cell line was developed from PDX samples. They were processed by
enzymatic digestion with the tumor dissociation kit (Ref.130-095-929, Miltenyi Biotec) and
mechanic degradation with the gentleMACs™ dissociator. Cells were cultured with
DMEM/F12+GlutamMAX™ 10% FBS and 10% enriched with hydrocortisone 0.4 pg/ml, cholera
toxin 8.4 ng/ml, adenine 24 pg/ml and ROCK inhibitor 5 uM (Y-27632, S1049 Selleckchem) until
a stable proliferation of tumor cells was observed.

Ethics
The patient participating in the study was fully informed and sign an informed consent. The
MATCH-R trial has been approved by the ethics committee at Institut Gustave Roussy, the



French National Agency for Medicines and Health Products Safety (ANSM) and is conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki. All animal procedures and studies have been
approved by the French Ministere de I'Enseignement supérieur, de la Recherche et de
I"Innovation (APAFIS#2790-2015112015055793).

Tight chromatin fractionation and whole-cell protein extraction

The tight chromatin fractionation protocol was adapted with slight modifications from O’Hagan
et al [11]. Briefly, cell pellets were suspended in buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl,
1.5 mM MgCly, 0.34 M sucrose, 10 % glycerol, 1ImM DTT, 1 x protease and phosphatase
inhibitor cocktail. Triton X-100 was then added to the cell suspension to reach a final
concentration of 0.1%. and incubated for 5 min on ice before centrifugation for 4 min at 1300
x g, 4°C. The supernatant that is enriched in cytoplasm soluble proteins was discarded and the
nuclei pellet was washed with buffer A, then resuspended in buffer B (3 mM EDTA, 0.2 mM
EGTA, DTT 1 mM, 1 x protease and phosphatase inhibitor cocktail) and incubated 10 min on
ice. The nuclei suspension was centrifuged for 4 min at 1700 x g, 4°C. The supernatant was
discarded and the pellet, corresponding to the chromatin fraction, was washed in buffer B and
centrifuged for 1 min at 10,000 g, 4°C. The chromatin fraction was washed with buffer C (50
mM Tris/HCl pH 8, NaCl 0.45 M, IGEPAL 0.05 %, 1 x protease and phosphatase inhibitor cocktail
to solubilize proteins weekly bound to chromatin and centrifuged for 1 min at 10,000 g, 4°C.
The remaining pellet was lysed in TEX buffer (100 mM Tris-HCl pH 7.0 containing 2.5% (wt/vol)
SDS, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 4 M urea, and a mixture of phosphatase and protease inhibitors
(Calbiochem) using Qiashredder (Qiagen) and referred as tight chromatin. Whole cell extracts
were prepared from 1/10 of the pellet collected after treatment before beginning the tight
chromatin isolation. Vinculin and LaminB immunoblotting served as cytoplasmic and nuclear
controls, respectively.

SiRNA Knockdown

Cells were transfected at 50%—60% confluence with specific human siRNA against NOX4
(silencer select siRNA, Thermoscientific), scrambled siRNA control (Thermoscientific), or siRNA
against p22phox (on target-plus siRNA pool, Horizon Perkin EImer company) , siRNA against
OGGL1 (silencer select siRNA, Thermoscientific), siRNA against DNMT1 (on target-plus siRNA
pool, Horizon Perkin Elmer company), siRNA against MSH2 (Stealth Select RNAITM,
Thermoscientific) and siRNA against MSH6 (Eurogentec, Target sequences is 5'-
CCCUGGCAAACAGAUUAAA-3’) using the INTERFERIN transfection reagent (Polyplus-

Transfection) according to the manufacturer’s protocol.

Protein extraction and western blotting

Western blot analysis was performed with lysates prepared as previously described [12].
Membranes were probed with primary antibodies (Table 1) overnight at 4°C under constant



agitation. Membranes were washed 3 times with TBS-T and incubated with goat anti-rabbit
IgG-HRP antibody (Southern Biotech) or goat anti-mouse IgG-HRP antibody (Santa Cruz
Biotechnology Inc) for 45 minutes at room temperature. Membranes were washed again 3
times with TBS-T and the proteins were visualized by enhanced chemiluminescence.

Flow cytometry analysis of 8-oxoG.

Cells were fixed in 70% ethanol at -20°C and washed with PBS before to be permeabilized with
0.1% Triton X-100/PBS for 15 min at room temperature. The cells were then washed with PBS
and blocked in 2.5 % bovine serum albumin/PBS for 30° min at room temperature. The cells
were treated with 50 pug/ml RNAse incubated with anti 8-oxodG (Biotechne/R&D systems
4354-MC-050, 1:50 diluted in 2.5% BSA/PBS) for 1 hour at 37°C. The cells were then washed
one time with 0.2% BSA/PBS and incubated with the secondary antibodies Alexa 488
antimouse in 0.2% BSA/PBS for 1 hour at 37°C before propidium iodide staining.
Cytofluorimetric acquisition and analysis were performed on a BD Accuri C6 plus Flow
cytometer.

Nuclear H202 production by FACS analysis

The measurement of nuclear H202 was achieved using NucPE1 (Nuclear Peroxy Emerald 1,
ChemScene) [13]. The cells were incubated for 45 min at 10 UM NucPE1 in the dark. The
incubation was followed by washing and analysis by flow cytometry.

Cell viability assays

The cell viability was assessed by using the resazurin assay according to the manufacturer
recommendations.

Plasmid transfection

Twenty-four hours before the experiment, Human thyrocytes from primary culture (2.5 x 105
cells/well) were seeded in 6-well plates. Cells were transiently transfected following the
manufacturer’s instructions using 3 pl of X-tremGENE HP DNA transfection reagent (Roche)
and 1 pg of total DNA consisting of the BRAFV600E/pcDNA3.1 plasmid. Experiments were
performed 48 h post-transfection.

Plasmid/siRNA cotransfection

Twenty-four hours before the experiment, BCPAP and PDX cell lines (4 x 10° cells/well) were
seeded in 6-well plates. Cells were transiently transfected following the manufacturer’s
instructions using 4 pl of jetPRIME siRNA and DNA transfection reagent (Ozyme), 10 uM of
siRNA and 400 ng of total DNA (Myc-OGG1/pcDNA3.1 plasmid). Experiments were performed
72 h post-transfection.



RNA extraction, cDNA synthesis and Real time PCR

Total RNA from cell samples were purified with the Nucleospin RNA Il kit (Machery Nagel). RNA
yield was determined on a spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA). 1
pug of DNase-treated RNA was reverse-transcribed using Maxima reverse transcriptase
(Thermo Fisher Scientific) and oligodT in a total reaction volume of 20 ul of PCR buffer
according to the manufacturer’s protocol for 60 min at 55°C. Quantitative PCR (qPCR) was
performed on an ABI 7500 system (Applied Biosystems) using Tagman gene expression assays
(Thermo Fisher Scientific): SLC5A5 (Hs00950365_m1); NOX4 (Hs04980925_m1); MSH2
(Hs00954125_m1); MSH6 (Hs00943000_m1); TSHR (Hs01053846_m1l); OGG1
(Hs00213454_m1).

OxiDIP assays

The 8-oxodG-enriched genomic fragments from BCPAP cells were obtained as previously
described [14]. Briefly, genomic DNA was extracted by using Dneasy Blood &Tissue kit (Cat. no.
69504, Qiagen). 20 pg of genomic DNA were sonicated in 130 ul TE buffer (100 mM Tris— HCI
pH 8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0) using microtube AFA Fiber Snap-Cap (PN520045) and Covaris
instrument. DNA shearing settings were based on Covaris standard parameters for
fragmentation to achieve 300bp. 4 ug of fragmented DNA were denatured 10 min at 95°C, put
immediately on ice for 10 min before to be immuno-precipitated overnight at 4°C with 4 pl of
polyclonal antibodies against 8-oxodG (AB5830 Millipore) in a final volume of 200 ul IP buffer
(110 mM NaH;P04, 110 mM NaH,PO4 pH 7.4, 0.15 M NacCl, 0.05% Triton X-100, 100 mM Tris—
HCl pH 8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0). Then, 25 pl Dynabeads Protein G (Cat. No. 10003D,
ThermoFisher Scientific, previously saturated with 0.5% bovine serum albumin diluted in PBS)
was added for 3h at 4°C, under constant rotation, and washed three times with 1 ml washing
buffer (110 mM NaHPO4, 110 mM Na2HPO4 pH 7.4, 0.15 M NacCl, 0.05% Triton X- 100). The
immune-complexes were then disrupted by incubation in 200 ul lysis buffer (50 mM Tris—HClI
pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 1% SDS, 0.5 mg/ml Proteinase K) for 4 h at 37°C, and 1 h at 52°C
following addition of 100 pl lysis buffer. MinElute PCR purification kit was used to purify the
ssDNA immuno-precipitated (Cat. No. 28004, Qiagen) in a final volume of 72 ul EB buffer
(provided in the kit). All the steps of OxiDIP-seq protocol, including the washes of the
immunocomplexes, were carried out in low-light conditions, and 50 uM N- tert-butyl-
aphenylnitrone (stock solution: 28 mM in H,0; B7263, Sigma) was added to each Dneasy
Blood&Tissue buffer, IP and washing buffers, to preserve the oxidized DNA. The recovered
ssDNA was converted to dsDNA using Random Primers DNA Labeling System (Cat. No.
18187013, ThermoFisher Scientific).



Preparation of OxiDIP sequencing libraries

Enriched DNA from OxiDIP and Input DNA fragments were end-repaired, extended with an 'A’
base on the 3’end, ligated and amplified for indexation (11 cycles) using SureSelectXT Low
Input Target Enrichment (Agilent) with the Bravo Platform (Agilent). Libraries were purified
after PCR with AMPure XP beads (Beckman Coulter). The final libraries were pooled and
sequenced using the onboard cluster method, as paired-end sequencing (2x50 bp reads) on
[llumina NovaSe-6000 sequencer at Gustave Roussy.

MeDIP-seq library construction and sequencing

Genomic DNA was isolated from BCPAP cells using the Dneasy Blood &Tissue kit (Qiagen).
Methyl-DNA immunoprecipitation (MeDIP) was performed as recommended by the
manufacturer (Active Motif, Carlsbad, CA, USA). In brief, 20 ug of genomic DNA were sonicated
in 130 pl TE buffer (100 mM Tris—HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0) using microtube AFA Fiber
Snap-Cap (PN520045) and Covaris instrument, producing DNA fragments averaging 300bp. 1
ug of fragmented DNA were denatured 10 min at 95°C, put immediately on ice for 10 min
before to be immuno-precipitated overnight at 4°C with a 5-methylcytosine-specific antibody.
Immunoprecipitated DNA was bound to magnetic beads, washed and eluted. The library
construction for MeDIP sequencing was achieved according to the protocol recommended by
the manufacturer (Active Motif). The immunoprecipitated DNA was purified by using the
MinElute PCR purification kit (Qiagen) and eluted in a final volume of 15 pl.

Enriched DNA from MeDIP and Input DNA fragments were end-repaired, extended with an 'A’
base on the 3’end, ligated and amplified for indexation (11 cycles) using SureSelectXT Low
Input Target Enrichment (Agilent) with the Bravo Platform (Agilent). Libraries were purified
after PCR with AMPure XP beads (Beckman Coulter). The final libraries were pooled and
sequenced using the onboard cluster method, as paired-end sequencing (2x50 bp reads) on
[llumina NovaSe-6000 sequencer at Gustave Roussy.

Read processing and identification of OxiDIP, and MeDIP-enriched regions in cells

Vector contamination was visible on 97% of the upstream reads of OxiDIP and MeDIP
sequenced reads, leading the rest of the analysis of these technologies to be analyzed as
single-ended libraries, by ignoring R1 mates. Reads were trimmed using FastP [15], allowing
detection of sequence bias. OxiDIP-Seq, and MeDIP-Seq libraries were mapped on the human
genome from Ensembl, version GRCh38.104. Sambamba [16] was used to remove reads with
mapping quality below 30, and all reads without mates mapped in proper pair. Duplicated
reads were marked with Sambamba, but not removed for downstream analysis. OxiDIP
sequenced reads GC bias was assessed by DeepTools, as described in protocol of Hahm et al.
2022 [17]. Samtools [18] and Picard [19] were used to assess quality of the mapping and



showed a good overall mapping quality. Peaks over mapped reads were called using Macs2
[20], duplicated reads were kept. The remaining 2% to 3% of non-contaminated reads present
in OxiDIP-Seq and MeDIP-Seq were used to assess fragment size while calling peaks with
Macs2. Differential peak analysis was performed using edgeR [21] with CSAW [22] for
OxiDIPSeq, and edgeR with MEDIPS [23] for MeDIP-Seq, in order to account for the specific
bias of this technology. Quality controls of each step of the differential analysis were
performed with DeepTools, CSAW, and MEDIPS.

ATAC sequencing analysis

For ATAC-sequencing, BCPAP, 8505C and PDX cells were extracted and library preparation was
performed according to the instructions provided in the ATAC-Seq Kit (Active Motif 53150).
Raw reads qualities were assessed by FastQC [24] and FastQScreen [25], showing good overall
quality for ATACSeq. Graft reads of ATAC-Seq were mapped on the human genome from
Ensembl, version GRCh38.104. Sambamba [16] was used to remove reads with mapping
quality below 30, and all reads without mates mapped in proper pair. Duplicated reads were
marked with Sambamba, but not removed for downstream analysis. ATAC-Seq reads were
shifted using DeepTools [26] as described in protocol of Buenrostro et al. 2013 [27]. Additional
ATAC-Seq quality controls were performed with ATACSeqQC [28]. As reads were shifted
previously, ATAC-Seq was called using the same parameters as the other libraries. Peaks were
annotated using Homer [29]. Peak calling quality controls were done using DeepTools,
ChipSeeker [30], and in-house python scripts. Differential peak analysis was performed using
edgeR [21] with CSAW [22].

Quantification and statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Data was analyzed by
One- or Two-way ANOVA or Student's t-test, with the minimum level of significance set at
P<0.05.



Results

NOX4 is involved in oxidative DNA damage in BRAF-mutated thyroid cells.

NOX4 is the only NOX with a constitutive ROS-generating activity that depends directly on its
gene expression [31]. NOX4 is active in different intracellular compartments including the
nucleus. Herein, compared to normal thyrocytes NOX4 appears to be highly expressed in
nuclear fractions of three human cancer cell lines harboring the BRAFV6%° mutation, with a
higher expression in 8505C and Patient-Derived cell line (PDX563) (Fig 1A). The membrane
protein p22P"°* s its functional partner and controls both NOX4 stability and function [32].
RNAi-mediated depletion of NOX4 or p22P"°* in all BRAF-mutated thyroid cell lines decreases
significantly the nuclear H,0. level evaluated by FACS using NucPE1l, a nuclear-localized
fluorescent H,0; sensor (Fig 1B). Based on these results we postulated that NOX4-dependent
ROS production might be involved in oxidative DNA damage such as the formation of 8-ox07,8-
dihydroguanine (8-oxoG). As shown in figure 1C NOX4 or p22°"* knockdown decreased
significantly the level of 8-oxoguanine in the three cell lines. We next performed a Chromatin
immuno-precipitation followed by high-throughput sequencing analysis of 8-oxoG
distribution. Analysis of the genomic distribution of 8-oxoG peaks from two biological
replicates showed that they were enriched within intergenic and intron regions (Fig. 2A). The
mapping of 8-oxoG on genome of BCPAP cells clearly showed that 8-oxoG enrichment was
abolished by RNAi-mediated NOX4 depletion (Fig. 2B). The sequence alignment analysis
highlighted that 8-oxoG enrichment, occurring at genomic regions including SLC5A5 (NIS), TPO,
TG and TSHR genes, was impacted by this deletion.

NOX-derived ROS mediates recruitment of MSH2, MSH6 and OGG1

8-0xodG is either repaired by the base excision repair (BER) pathway, a multistep process that
requires several activated proteins including the DNA glycosylase OGG1, or either by the
mismatch repair (MMR) system. The predominant mismatch-binding factor in human cells is
MutSa formed from the heterodimer MSH2 and MSH6 that was shown to be involved in the
repair of clustered oxidative DNA lesions [8]. We first examined and compared the levels of
MSH2, MSH6 and OGG1 proteins in both cytosolic and chromatin fractions of thyrocytes and
BRAF-mutated thyroid cells (Fig. 3A). The levels of these DNA repair proteins were all increased
in cytosolic fractions of tumoral cells. The levels of MSH2 and MSH6 tightly bound to
chromatin were also increased. Overall, these data suggest a role of these proteins in thyroid
tumors driven by BRAFV%E  Since the treatment of BRAFY®%%F mutated thyroid cells with N
acetyl cysteine (NAC), an antioxidant, or with Diphenylene lododium (DPI), an inhibitor of
NADPH oxidases, decreased the binding of MSH2, MSH6 and OGG1 to chromatin (Fig 3B and
3C), we analyzed their binding to chromatin following knockdown of NOX4 and p22°Phx,
Notably, the deletion of NOX4 or p22phox reduced significantly the amount of MSH2, MSH6
and OGG1 tightly bound to chromatin without affecting their total levels in the three cell lines
(Fig 4A and Supplemental Fig. S1 and S2). In addition, NOX4 and p22P" knockdown decreased
the affinity for the chromatin of Myc-tagged OGG1 transfected in BCPAP and PDX cells (Fig 4B



and Supplemental Fig. S3). Taken together these results reveal the key role of NOX4-derived
ROS in increasing the affinity of OGG1, MSH2 and MSH6 for chromatin in BRAF-mutated
thyroid cells.

NOX-derived ROS mediates recruitment of DNMT1 protein but not DNMT3a/b

The DNA methylases DNMT1 and DNMT3a,b are known as major mediators of maintenance
methylation and de novo methylation of DNA in carcinogenesis. BRAFV6%E controls the
expression of DNMT1 [33]. Accordingly, DNMT1 was found to be increased in the three human
cancer cell lines harboring the BRAFY%9°t mutation while DNMT3a,b were increased in only two
(BCPAP, PDX) (Fig 5A). Treatment of BRAF-mutated thyroid cells with NAC or DPI as well as with
siRNA directed against NOX4 or p22phox altered the tightness of binding of DNMT1 to
chromatin (Fig 5B, 5C, 6A and Supplemental fig. S4). On the contrary, the binding of DNMT3a
and DNMT3b to chromatin and their total level of expression were both increased in these
conditions (Fig 6B and Supplementary Fig. S4). The knockdown of DNMT1 reproduced this
result suggesting the existence of a possible compensation (Fig. 6C). From the Cancer genome
Atlas (TCGA) [34], we compared DNMT1 and DNMT3b mRNA expression levels in both BRAF
wild type -PTC and BRAF mutated-PTC (Fig 7A). While DNMT1 was significantly increased in
PTCs harboring BRAF mutation the opposite was observed for DNMT3b. In addition, an inverse
and highly significant correlation was found between DNMT1 and the Thyroid Differentiation
Score (TDS) while a positive correlation was found between DNMT3b expression and the TDS
suggesting that, unlike DNMT1, DNMT3b may be associated with thyroid differentiation (Fig.
7B). Taken together the results show that NOX4-derived ROS promotes chromatin recruitment
of DNMT1 but decreases the binding to chromatin of two other DNMTs as well as their
respective level of expression. Finally, combining siRNA-mediated MSH2/MSH6 or OGG1
depletion with Decitabine (DAC), a DNMT1 inhibitor, resulted in a strongly increased
reactivation of SLC5A5 gene indicating that MMR and OGG1 proteins cooperate with DNMT1
to maintain silencing of this gene (Fig. 8A). These results were reproduced by combining siRNA-
mediated NOX4 or p22°P"* depletion with DAC (Fig 8B). Taken together these results support a
NOX4-mediated recruitment of MMR, OGG1 and DNMT1 proteins on damaged chromatin,
which may synergistically cooperate together in the repression of SLC5A5 gene.

OGG1 and MMR proteins are involved in the recruitment of DNMT1 to chromatin

Since the mismatch repair proteins, MSH2 and MSH6, as well as OGG1, were previously shown
to be involved in DNMT1 recruitment to chromatin after treatment of human embryonic
carcinoma NCCIT cells with 1 mM H,0; [9] we evaluated the knockdown of these proteins on
the binding of DNMTs to chromatin in BRAF-mutated thyroid cancer cells. MSH6 being unstable
in the absence of MSH2 we chose to selectively delete MSH2. Interestingly, decreases of 0GG1
and MMR proteins expression were significantly associated to a decrease of the level of
DNMT1 in tight chromatin fractions and whole extracts (Fig. 9). Once again, the decrease of
DNMT1 tightly bound to the chromatin was associated with an increase of the total level of



expressions of DNMT3a/3b as well as of their affinity for the chromatin (Supplemental Fig. S5).
Taken together these results show that MMR and OGG1 proteins are involved in the
recruitment of DNMT1 to sites of oxidative DNA damage produced by NOX4. In order to
determine the role of NOX4 in genome wide DNA methylation profile, we performed a
Methylated DNA immunoprecipitation coupled with next-generation sequencing (MeDIP seq).
The analysis of the distribution of the DNA methylation peaks in different genomic region of
BCPAP cells showed that the majority of reads were present in intron and intergenic regions
(Fig. 10A). The DNA methylation enrichment peaks in the genome (Fig. 10B) and at specific
regions (Fig 10C) were decreased by NOX4 deletion. These results support a role of NOX4 in
both recruitment to chromatin and activity of DNMT1.

NOX-derived ROS mediates recruitment of transcription factors NKX2.1 and PAX8

The promoters of the main thyroid differentiation markers (TPO, Tg, TSHR and NIS) are
regulated by the specific combination of the transcription factors NKX2.1 and PAX8. NAC or
DPI treatment of BRAF-mutated thyroid cells increased the binding of PAX8 and TTF1 to
chromatin as well as their total level of expression, indicating that both recruitment and
expression of these proteins are redox sensitive (Fig. 11A and 11B). We then analyzed the
inhibitory effect of NOX4 on the binding of these proteins to chromatin. Remarkably,
knockdown of NOX4 or p22P"°* increased significantly the affinity of the two transcription
factors for chromatin in BRAF-mutated thyroid cell lines analyzed (BCPAP, PDX) (Fig 11C and
supplemental Fig. S6). PAX8 being undetectable in 8505C cells only the effect on NKX2.1 was
analyzed and the same result was obtained. Knockdown of OGG1 or both MSH2 and MSH6
facilitated also the recruitment of the two transcription factors at the chromatin in
BRAFmutated cell lines. Their total level of expressions appeared also modulated depending
on the cell lines (Fig.12 and supplemental Fig S7 and S8). These results show that NOX4-derived
ROS prevent PAX8 and NKX2.1 binding to the chromatin through oxidative damage-induced
recruitment of DNA repair proteins to the chromatin.

To further investigate the impact of NOX4 deletion on genome-wide chromatin accessibility we
performed Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing (ATAC-seq) on
BCPAP, 8505C and PDX563 tumoral thyroid cells. A relatively clear footprint of TF occupancy
was detected near the aggregated PAX8 and NKX2.1 full sites in accessible chromatin regions
in all control and p22P"°*-deleted cells (Fig. 13 A and Supplemental fig. S9). In addition, the
level of compaction of PAX8 and NKX2.1 genes was not affected by p22P"°* deletion (Fig 13B).
Intergenic and intron regions represented the most enriched genomic feature of the accessible
regions in the BRAF-mutated thyroid cell lines (Fig. 13C). Most of the peaks were 0-1 kb and
10-100 kb away from TSS. This distribution was not affected by p22P"°* deletion (Fig. 13D).
Finally, abrogation of p22Ph°* expression did not modulate accessibility to the set of genes
involved in thyroid hormone biosynthesis (Fig 13E).



MSH2 and MSH6 are increased in BRAF-mutated papillary thyroid carcinomas

From TCGA data, we compared MSH2 and MSH6 mRNA expression levels in BRAFVT-PTCs (n =
170) and BRAFMYT- PTCs (n = 220). Both MSH2 and MSH6 were significantly increased in PTCs
harboring BRAF mutation (Fig. 14). To investigate whether MSH2 and MSH®6 are regulated by
mutated BRAF we transduced primary human thyrocytes with expression vector carrying cDONA
for BRAFY69%E \Western-blot analysis shows that overexpression of the activated oncogene
induced an increase in both MSH2 and MSH6 protein levels in addition to DNMT1 showing
that BRAFV60F regulates MSH2 and MSH6 expressions (Fig. 14B).

Clinical evidence linking MAPK pathway inhibition with increased molecular differentiation in
patients has been provided; supporting that MAPK is a critical regulator of thyroid tumor
differentiation. The combination Dabrafenib/trametinib inhibits mutated BRAF and MEK,
respectively. Treatment of BRAF-mutated thyroid cell lines for 72 hours with the combination
led to downregulation of MMR proteins in addition to DNMT1 in BRAF-mutated thyroid cell
lines indicating that the MAPK pathway controlled the expression of these proteins in tumor
cells (Fig 15 and supplemental Fig. S10). Importantly, this treatment had an opposite effect on
OGG1 expression, which was up-regulated in this condition (Fig 16A and 16 B). This was
associated with a decrease of YH2AX, a marker of DNA damage (Fig 16C and 16D).

NOX4 cooperates with the MAPK pathway in thyroid dedifferentiation process

Knockdown of NOX4 or p22P" in combination with Dabrafenib/Trametinib treatment
increased the recruitment of NKX2.1 and PAX8 to the chromatin (Fig 17A and 17B)). This was
associated with an increase of both expression of NIS and TSHR at the mRNA levels indicating
that the NADPH oxidase NOX4 cooperates with MAPK pathway in thyroid dedifferentiation
process (Fig. 18A and 18B).

We previously shown that the TGF- 1 signaling pathway upregulates NOX4 in BRAF-mutated
thyroid cells at the transcriptional level in a Smad3-dependent manner [7]. Treatment of BRAF-
mutated cells with an inhibitor of TGF-beta receptor increased recruitment of PAX8 and NKX2.1
to the chromatin and this effect was potentialized when the inhibitor was combined with
MAPK kinase pathway inhibitors. This resulted in an increase of both TSHR and NIS mRNA
expressions ((Fig 19A et 19B).



Discussion

The findings reported here add new insights to our understanding on epigenetic role of 8oxoG
in Braf-mutated thyroid cancers and highlight the contribution of oxidative DNA damage in
redox-mediated control of gene expression in thyroid dedifferentiation process by altering the
recruitment of two key transcription factors, PAX8 and NKX2.1. It has been previously shown
that oxidative damage, induced by treatment of cancer cells with hydrogen peroxide (H,02),
causes localization of epigenetic silencing complexes to GC-rich regions of the genome,
resulting in reduced gene expression [11]. This raised the question concerning the role of
endogenous H,0; generating enzymatic systems in epigenetic mechanisms associated with
oxidative DNA damage, this being all the more important as H.O; induces DNA damage in a
dose dependent manner, its production in cells is tightly regulated and its spatial distribution
is not uniform [35, 36]. Thus, the regulation of epigenetic mechanisms must depend on the
nuclear level of H,0,. NADPH oxidases are ‘professional producers of ROS’ as their primary
function is to generate ROS. NOX4 is one of them with a constitutive H,O; generating activity
that depends on directly on its gene expression. Since we previously found that NOX4
expression is increased in BRAF-mutated thyroid tumors, we undertook to study its role in an
epigenetic mechanism that would contribute to the repression of genes involved in thyroid
differentiation. NOX4 is active in different intracellular compartments and organelles including
nuclei where it was associated with disease progression [37, 38]. In the present study, we show
that, compared to normal thyrocytes, BRAF-mutated thyroid cells well express NOX4 in the
nuclear environment where it produces H,0; that is directly responsible for the formation of
8-0xoG DNA damage. Genome-wide mapping of 8-oxoG in BCPAP cells revealed that the
majority of 8-oxoG are distributed in intergenic regions, which are regulatory regions. A strong
reduction of 8-oxoG was found in genomic DNA when NOX4 was deleted demonstrating the
direct role of this NADPH oxidase in the generation of oxidative DNA damage. Removal of
oxidized bases is initiated by OGG1 [39]. Interestingly, it was shown that oxidative stress
triggers the preferential assembly of OGG1 and other proteins involved in BER on open
chromatin regions, suggesting repair of active chromosome regions [40].

In addition to play a prominent role in recognition and excision of 8-OxoG sites, OGG1 acts also
as a transcriptional modulator that can control transcription factor homing, or recruit
chromatin remodelers [41]. Moreover, the non-canonical Mismatch repair (MMR) system,
including proteins MSH2 and MSH6 plays important role in repairing clustered oxidative
damage found in GC-rich regions of the genome including promoter CpG island [8]. A higher
level expression of MSH2 was found in malignant thyroid tumors compared to benign tumors
[42] suggesting a functional activation of MMR genes. However, the involvement of MMR
proteins in the development and progression of thyroid cancer remained to be demonstrated.
Knockdown of NOX4 or its functional partner p22°P"° as well as treatment with antioxidants
inhibited both 0GG1 and MMR proteins recruitment to the chromatin in BRAFY6%t mutated
thyroid cells. Remarkably, deletion of these DNA repair proteins reactivated the expression of



SLC5A5 gene encoding NIS indicating that 8-oxoG produced by NOX4 was converted into
transcription-blocking damage by OGG1 and MMR proteins. Therefore, 8-0xoG serves as an
epigenetic modification that affects gene transcription in BRAF-mutated thyroid cancer cells.
This study reveals a role of OGG1 and MMR proteins as transcription blockers in thyroid tumors
driven by BRAFV®%E, Thus, as previously described in colorectal cancer cells, besides to play an
important role in the maintenance of DNA integrity, OGG1 and MMR proteins appear to
prevent also transcription of genes in thyroid tumors from interfering with the repair process.
The 8-0x0G is frequently studied as a potent mutagenic oxidative base. However, compared to
other tumors, thyroid tumors show a low overall density of somatic mutations, indicating a
good support by both BER and MMR systems. Accordingly, loss of MSH2 and MSH6 was
associated with an hypermutated phenotype found in anaplastic thyroid carcinoma, which is
a highly undifferentiated and aggressive malignant tumor [43].

DNA methylation is altered in thyroid cancer. The papillary thyroid cancer (PTC) has one of the
lowest frequencies of DNA methylation, both in global DNA and gene promoters [34]. The
BRAFV690E mutation, which is more associated with the classical subtype of PTC, correlates with
an increase in DNA hypomethylation. However, aberrant hypermethylation of the promotor
region of genes, such as SLC5A5 (NIS), NKX2.1 (TTF1) and TSHR has been demonstrated in
thyroid tumors including BRAF-mutated tumors [44]. The DNA methylases DNMT1 and
DNMT3a,b are known as major mediators of maintenance methylation and de novo
methylation of DNA in carcinogenesis. DNMT1 was shown to be required to maintain CpG
methylation and aberrant gene silencing in human cancer cells [45]. Recent data suggest that
DNMT1 can also modulate gene expression independent of its catalytic activity and
participates in multiple processes including the cell cycle and DNA damage repair [46].
BRAFV690E controls the expression of DNMT1 and its expression is found to be increased in PTCs
expressing the oncogene [33]. However, the redifferentiation effect of DNMTs inhibitors such
as 5-azacytidine in human thyroid cancer cell lines has not shown any significant effect on NIS
mMRNA reinduction and/or radioiodine uptake increase [47]. Several publications suggest that
drug combination may be a powerful redifferentiation strategy. Our data show that NOX4
controls chromatin recruitment of DNMT1, but not that of DNMT3a and DNMT3b. On the
contrary, both expressions and recruitments of these two DNMTs to chromatin were increased
after knockdown of NOX4. This result was somewhat different from that it was previously
observed after treatment of cells with exogenous H,0, where both DNA methyltransferases
DNMT1 and DNMT3b, contained in an epigenetic complex, were recruited to sites of damaged
chromatin [11]. The effect of 8-0xoG on DNA methylation may depend on the different
contexts of promoter sequences and nuclear environment.

Combining siRNA-mediated MSH2/MSH6 or OGG1 depletion with Decitabine (DAC), a DNMTs
inhibitor, resulted in a strong increased reactivation of SLC5A5 gene indicating that OGG1 and
MMR proteins may cooperate with DNMT1 to maintain silencing of this gene (Fig. 8A).
Importantly, these results are reproduced by combining siRNA-mediated NOX4 or p22Phox



depletion with DAC (Fig. 8B). Taken together these results support a NOX4-mediated
recruitment of OGG1 and MMR proteins on damaged chromatin, which may synergistically
cooperate with DNMTL1 in repression of SLC5A5 gene. We found that increase in affinity of
DNMT1 for chromatin was dependent on OGG1 and MMR proteins.

The promoters of the main thyroid differentiation markers (TPO, Tg, TSHR and NIS) are
regulated by the specific combination of the transcription factors NKX2.1 (TTF1) and PAX8. It
has been previously shown that a redox regulation of Pax-8 and NKX2.1, is involved in their
increased DNA-binding activities by thyrotropin in rat thyroid FRTL-5 cells [48]. We show here
that NOX4-derived ROS, by promoting the recruitment of OGG1 and MMR proteins to damage
chromatin, affect the recruitment of the two transcription factors to chromatin in BRAF-
mutated thyroid cancer cells. NKX2.1 (TTF1) and PAX8 are responsible for thyroid
organogenesis and for maintenance of differentiation of thyrocytes. Therefore, by affecting the
binding of these two key transcription factors to chromatin, NOX4 contributes to thyroid
differentiation process (Fig. 20).

Loss of differentiation features correlates with the degree of MAPK activation, which is higher
in tumors with BRAFY®%%F mutation. These tumors have lost the expression of thyroid specific
genes, particularly those encoding for the iodide-metabolizing machinery and have become
radioiodine refractory. The demonstration in genetically engineered mouse model of BRAF
mutant thyroid cancer that MAPK pathway inhibition restores the expression of genes that
mediates iodide uptake and organification (NIS, TPO, Tg) to enhance tumor RAI avidity has
renewed interest for redifferentiation strategy [4]. Clinical evidence linking MAPK pathway
inhibition with increased molecular differentiation in patients has been provided, supporting
that MAPK is a critical regulator of thyroid tumor differentiation. The combination
Dabrafenib/Trametinib synergistically increased iodide uptake in human BRAF-mutated
thyroid cancer cell lines [49]. Here we show that the expression of MSH2 and MSH6 are
increased in BRAFV®%E-muytated thyroid tumors and that the oncogene controls their
respective expression through an ERK dependent pathway. MSH2 and MSH6 expression, along
with several other DNA repair genes, increase in the presence of the E2F transcription factors.
The ERK cascade plays a pivotal role in the control of cell cycle progression, in particular,
through the regulation of the phosphorylation of Rb protein, which is an inhibitor of E2F [50].
Thus, this study brings new elements concerning the mechanism by which the activation of
the MAPK pathway contributes to thyroid dedifferentiation. On the other hand, the MAPK
pathway inhibition leads to an increase of OGG1 expression, which is associated with a
decrease of yH2AX, a marker of DNA damage. This unexpected result suggests that OGG1
could confer protection against damage during treatment and thus contribute to resistance.
This remains to be further investigated.

Inhibition of MAPK transcriptional output did not translate into sufficient redifferentiation in
all patients treated, suggesting that either more potent pathway inhibition may be required or



that biologic factors beyond MAPK inhibition may be critical. Our data show that NOX4 or
p22°P"* knockdown potentiates the effect of the drug combination on the recruitment of PAX8
and NKX2.1 to the chromatin and this is correlated with a higher reactivation of SLC5A5 and
TSHR genes. Previously, Missero et al showed that the activation of the RAF/MEK/ERK pathway
accounts for only part of NKX2.1 (TTF1) inactivation [51]. Here, we identify NOX4 pathway as
a pathway acting in concert with the RAF/MEK/ERK cascade to totally repress NKX2.1 (TTF1)
and PAX8 functions. Thyrotropin (TSH), via its receptor (TSHR), controls the thyroid function by
modulating, in particular, the expression and activity of the two transcription factors. The re-
expression of TSHR indicate that thyroid tumor cells became again sensitive to TSH.

A TGF-B1 transcriptional output signature was present in advanced RAl-refractory human
BRAF-mutant thyroid cancers [52]. TGF-B1 was first shown to play a major role as a local
modulator of thyroid by inhibiting both growth and differentiation in several species [53, 54].
BRAFV600E expression induces the production of functional TGF-B1, which leads to a TGF-B
driven autocrine loop that mediates, at least in part, the effects of the BRAFV600E
oncoprotein, in particular the decreased expression of NIS [55] and the promotion of cell
migration, invasiveness, and EMT [56]. We previously identified NOX4 as a new key effector of
TGF-B1 in BRAFV%E_induced thyroid tumors [7]. Using a genetically engineered mouse model
of BRAF mutant thyroid cancer, Luckett et al showed that pSMAD3, which is activated by TGF-
B1, was increased in BRAF-mutant thyroid cancers and suppression of both MAPK and pSMAD
pathways led to enhancement of radioiodine uptake in mouse cancer cells [52]. Based on these
results we evaluated the combined effect of Dabrafenib/Trametinib with Vactosertib, an
inhibitor of the TGF-B1 pathway, on human BRAF mutated thyroid cancer cells. Pharmacologic
Inhibition of TGF-beta pathway with MAPK pathway photocopies the results obtained with the
combination of knockdown of NOX4 or p22P" with MAPK pathway inhibition.

Until now the precise mechanism underpinning the additive effect of SMAD and MEK inhibition
on iodide uptake was unclear. Here we show that TGF-B-induced signalling though SMAD
contributes in particular to the suppression of NIS by altering the recruitment of PAX8 and
NKX2.1 via NOX4-dependent oxidative damage. The translational implication of this findings
should be explored in future clinical trials by using combination of drugs targeting the MAPK
pathway and the TGF-B1 pathway.
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Figure 1 : Knockdown of NOX4 or p22phox reduces oxidative-DNA damage . A) Western-
blot analysis of NOX4 protein expression in nuclear fractions of thyrocytes and BRAF-
mutated thyroid cells. B) The nuclear level of ROS was measured in BRAF-mutated thyroid
cells by NucPEI fluorescence using flow cytometry. The cells were transduced with siRNA
control or siRNA against NOX4 or p22phox for 72h. Graphs show the quantification of
fluorescence mean. C) Quantification of 8-oxoG of BRAF-mutated thyroid cells by FACS
analysis of immune-stained 8-oxoG cells. The cells were transduced with siRNA control or
siRNA against NOX4 or p22rhox for 72h. Graphs show the quantification of fluorescence
mean. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3)
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Figure 2: OxiDIP seq analysis of BCPAP cells deleted or nor for NOX4. A) Genomic
distribution of 8 oxoG in two replicates siRNA control. B) Mapping of 8-oxoG on genome

of BCPAP cells deleted or not for NOX4. C) 8-o0xoG enrichment peaks on selected genes
in conditions siRNA control and siRNA NOX4.
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Figure 3: Anti-oxydant (NAC) or NADPH oxidase inhibitor (DPI) alters the recruitment of
0OGG1, MSH2 and MSH6 to chromatin in BRAF-mutated thyroid cells. A) Western-blot
analysis of MSH6, MSH2 and OGG1 protein expressions in Cytosolic and chromatin fractions
of BRAF-mutated thyroid cells. B) BCPAP cells were pre-treated with 5 mM NAC for 2 hours
before to be analysed for OGG1, MSH2 and MSH®6 protein expressions in tight chromatin
fraction and whole extract. C) BCPAP cells were pre-treated with 1 yM DPI for 6 hours before
to be analysed for OGG1, MSH2 and MSHG6 protein expressions in tight chromatin fraction
and whole extract. Densitometry quantification of protein levels normalized to Lamin B or
Vinculin levels and presented as fold change compared with control cells. Values are mean +
SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3)
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Figure 5: Anti-oxydant (NAC) or NADPH oxidase inhibitor (DPI) alters the recruitment
of DNMT1 to chromatin in BRAF-mutated thyroid cells. A) Western-blot analysis of
DNMT1, DNMT3a and DNMT3b in chromatin fraction of thyrocytes and BRAF-
mutated thyroid cells. B) BCPAP cells were pre-treated with 5 mM NAC for 2 hours
before to be analysed for DNMT1, DNMT3a and DNMT3b protein expressions in tight
chromatin fraction and whole extract. C) BCPAP cells were pre-treated with 1 uM DPI
for 6 hours before to be analysed for DNMT1, DNMT3a and DNMT3b protein
expressions in tight chromatin fraction and whole extract. Densitometry quantification
of protein levels normalized to Lamin B or Vinculin levels and presented as fold
change compared with control cells. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and
***p < 0.001. (n=3)
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Figure 7: BRAFV600E regulates differently DNMT1 and DNMT3b expressions. A)
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Figure 10: MeDIP seq analysis of BCPAP cells deleted or nor for NOX4. A)
Genomic distribution of 5-methylcytosine (5-mC) in two replicates siRNA control. B)
Mapping of 5-mC on genome of BCPAP cells deleted or not for NOX4. C) 5-mC
enrichment peaks on selected genes in conditions siRNA control and siRNA NOX4.
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Figure 11: NOX4 inhibits recruitment of PAX8 and NKX2.1 to chromatin. A) BCPAP
cells were pre-treated with 5 mM NAC for 2 hours before to be analysed for PAX8
and NKX2.1 protein expressions in tight chromatin fraction and whole extract. B)
BCPAP cells were pre-treated with 1 yM DPI for 6 hours before to be analysed for
PAX8 and NKX2.1 protein expressions in tight chromatin fraction and whole extract.
C) Western blot analysis of PAX8 and NKX2.1 protein expressions in Tight
chromatin fraction and whole extract 72h after knocking down of NOX4 or p22phox
by RNA interference in BCPAP cells. Densitometry quantification of protein levels
normalized to Lamin B or Vinculin levels and presented as fold change compared
with control cells. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.
(n=3)
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Figure 13: ATAC-seq analysis of BRAF-mutated thyroid cells deleted or not for p22phox.
A) ATAC-seq footprint at the PAX8 and NKX2.1 full sites . Cut sites probability, insertions
per site are normalized to have the same average depth of insertions + 100 bp away from
motif center. The DNA sequences of the bottom are the motif of PAX8 and NKX2.1,
respectively. B) Tornado plots of ATAC seq signals representing sites around the NKX2.1
and PAX8 genes (+£3 kb center). C) Genomic distribution of ATAC-seq peaks in BCPAP
cells transduced for 72h with siRNA control and siRNA p22phox. D) Distribution of
transcription factor-binding loci relative to TSS. E) Representative sequencing tracks for
the SLC5A5,TPO, TG and TSHR loci show distinct ATAC-seq peaks. The ATAC-seq data
have been normalized to take sequencing depth into account and the scale on the y-axis
was chosen for optimal visualization of peaks for each sample.
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Figure 15: Dabrafenib plus trametinib combination inhibits MMR and DNMT1 protein expressions
in BRAF-mutated thyroid cells. A) Immunoblot detection of MSH2, MSH6, DNMT1, DNMT3a and
DNMT3b in BCPAP cells after treatment by the combination Dabrafenib plus Treametinib.
Densitometric quantification of protein levels normalized to vinculin levels and presented as fold
change compared with vehicle-treated cells. Student t-test is realized by comparing combination
versus DMSO for each corresponding time of kinetic. Values are mean+SE. *p < 0.05, **p <
0.01, and ***p < 0.001. (n=3). B) Immunoblot detection of MSH2, MSH6, DNMT1, DNMT3a and
DNMT3b in PDX cells after treatment by the combination Dabrafenib plus Treametinib.
Densitometric quantification of protein levels normalized to vinculin levels and presented as fold
change compared with vehicle-treated cells. Student t-test is realized by comparing combination
versus DMSO for each corresponding time of kinetic. Values are mean+SE. *p < 0.05, **p <
0.01, and ***p < 0.001. (n=3)
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Figure 16: Dabrafenib plus trametinib combination increases OGG1 protein expression in BRAF-
mutated thyroid cells. A) Immunoblot detection of OGG1 in BCPAP cells after treatment by the
combination Dabrafenib plus Treametinib. Densitometric quantification of protein levels normalized
to vinculin levels and presented as fold change compared with vehicle-treated cells. Student t-test
is realized by comparing combination versus DMSO for each corresponding time of kinetic. Values
are mean+SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3). B) Immunoblot detection of OGG1 in
PDX cells after treatment by the combination Dabrafenib plus Treametinib. Densitometric
quantification of protein levels normalized to vinculin levels is performed as in (A). C) Immunoblot
detection of gH2AX in BCPAP cells after treatment by the combination Dabrafenib plus
Treametinib. Densitometric quantification of protein levels normalized to vinculin levels is
performed as in (A). D) Immunoblot detection of gH2AX in PDX cells after treatment by the
combination Dabrafenib plus Treametinib. Densitometric quantification of protein levels normalized
to vinculin levels is performed as in (A).
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Figure 17: MAPK pathway inhibition and knockdown of NOX4 and p22phox synergize to
promote PAX8 and NKX2.1 recruitment to chromatin. A) Western-blot analysis of PAX8 and
NKX2.1 protein expressions in tight chromatin fraction and whole extract of BCPAP cells
transduced with siRNA control or siRNA NOX4 or siRNA p22phox and treated with Dabrafenib
plus trametinib combination for 48h. Densitometric quantification of protein levels normalized to
loading control and presented as fold change compared with siRNA control-transduced cells. B)
Western-blot analysis of NKX2.1 protein expressions in tight chromatin fraction and whole
extract of 8505C cells transduced with siRNA control or siRNA NOX4 or siRNA p22phox and
treated with Dabrafenib plus trametinib combination for 48h. Densitometric quantification of
protein levels normalized to loading control and presented as fold change compared with siRNA
control-transduced cells. Values are mean + SE. *p < 0.05 . (n=3)
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Figure 18: MAPK pathway inhibition and knockdown of NOX4 and p22phox
synergize to induce NIS and TSHR mRNA expressions. B) QRT-PCR analysis of
NIS mRNA levels in BCPAP cells transfected with siRNA control or sSiRNA NOX4 or
siRNA p22phox and 24h later, treated in the presence or in the absence of
Dabrafenib plus trametinib combination for additional 48h. C) QRT-PCR analysis of
TSHR mRNA levels in BCPAP cells transfected with siRNA control or siRNA NOX4
or siRNA p22phox and 24h later, treated in the presence or in the absence of
Dabrafenib plus trametinib combination for additional 48h. Values are mean + SE. *p
< 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3)
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Figure 19: Co-inhibition of SMAD and MAPK signaling promotes PAX8 and NKX2.1
recruitment to chromatin. A) Western-blot analysis of PAX8 and NKX2.1 protein
expressions in tight chromatin fraction and whole extract of BCPAP cells treated or
not with Dabrafenib plus trametinib combination in the presence or in the absence of
TGF-beta inhibitor (TEW ) for 48h. Densitometric quantification of protein levels
normalized to loading control and presented as fold change compared with vehicle-
treated cells. B) QRT-PCR analysis of NIS and TSHR mRNA levels in BCPAP cells
treated or not with Dabrafenib plus trametinib combination in the presence or in the
absence of TGF-beta inhibitor (TEW ) for 48h. Densitometry quantification of protein
levels normalized to Lamin B or Vinculin levels and presented as fold change
compared with control cells. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p <

0.001. (n=3)
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Figure 20: Model proposed for the mechanism. NADPH oxidase NOX4, which is
expressed in the nuclear membrane, generates specific and repetitive oxidative
DNA damage, promoting longer retention of epigenetic modifiers, such as
DNMT1, at sites of DNA damage via the interaction with DNA repair proteins
including OGG1, MSH2 and MSH6. All thus contribute to stably prevent the
transcription of genes involved in thyroid differentiation from interfering with the
repair process.
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Figure S1 : Knockdown of NOX4 or p22rhox reduces the recruitment of OGG1, MSH2 and
MSH®6 to chromatin in BRAF-mutated thyroid cells. A) Western blot analysis of NOX4 and
p22phox protein expression levels in whole extract 72h after knocking down of NOX4 or
p22phox by RNA interference in BCPAP cells. B) Western blot analysis of MSH6, MSH2,
OGG1, protein expression levels in Tight chromatin fraction and whole extract 72h after
knocking down of NOX4 or p22phox by RNA interference in PDX cells. C) Western blot
analysis of NOX4 and p22phox protein expression levels in whole extract 72h after
knocking down of NOX4 or p22phox by RNA interference in PDX cells. Densitometric
quantification of protein levels normalized to loading control levels and presented as fold
change compared with siRNA control-transduced cells. Values are mean + SE. *p < 0.05,
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Figure S2: Knockdown of NOX4 or p22rhox reduces the recruitment of
0OGG1, MSH2 and MSH6 to chromatin in BRAF-mutated thyroid cells. A)
Western blot analysis of MSH6, MSH2, OGGH1, protein expression levels in
Tight chromatin fraction and whole extract 72h after knocking down of
NOX4 or p22phox by RNA interference in 8505C cells. B) Western blot
analysis of NOX4 and p22phox protein expression levels in whole extract
72h after knocking down of NOX4 or p22phox by RNA interference in
8505C cells. Densitometric quantification of protein levels normalized to
loading control levels and presented as fold change compared with siRNA
control-transduced cells. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and

***p < 0.001. (n=3)
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Figure S3: Knockdown of NOX4 or p22phox reduces the recruitment of OGG1 to
chromatin in PDX cells. A) PDX cells were transiently transfected with empty
vector (Mock) or c-Myc-tagged OGG1 (Myc-OGG1) plasmids in the presence of
siRNA control or siRNA NOX4 for 72h and Myc-OGG1, NOX4 and p22phox
protein expressions were analysed in tight chromatin fraction and whole extract.
Densitometry quantification of protein levels normalized to Lamin B or Vinculin

levels and presented as fold change compared with control cells (n=2).
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Figure S4: Knockdown of NOX4 or p22rhox reduces the recruitment of DNMT1 to
chromatin. A) Western blot analysis of DNMT1, DNMT3a and DNMT3b protein expression
in Tight chromatin fraction and whole extract 72h after knocking down of NOX4 or p22phox
by RNA interference in PDX cells. B) Western blot analysis of DNMT1, DNMT3a and
DNMT3b protein expression levels in Tight chromatin fraction and whole extract 72h after
knocking down of NOX4 or p22phox by RNA interference in 8505C cells. Densitometry
quantification of protein levels normalized to Lamin B or Vinculin levels and presented as
fold change compared with siRNA control-transduced cells. Values are mean + SE. *p <
0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3).
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Figure S5: Knockdown of OGG1 or MSH2 increases recruitment to chromatin and level of
expression of DNMT3a and DNMT3b. A) Western blot analysis of DNMT3a and DNMT3b protein
expression in Tight chromatin fraction and whole extract 72h after knocking down of OGG1 by
RNA interference in BCPAP cells. B) Western blot analysis of DNMT3a and DNMT3b protein
expression in Tight chromatin fraction and whole extract 48h after knocking down of MSH2 by
RNA interference in BCPAP cells. Densitometry quantification of protein levels normalized to
Lamin B or Vinculin levels and presented as fold change compared with siRNA control-
transduced cells. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3).
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Figure S6: NOX4 inhibits recruitment of PAX8 and NKX2.1 to chromatin. A) Western blot
analysis of PAX8 and NKX2.1 protein expressions in Tight chromatin fraction and whole
extract 72h after knocking down of NOX4 or p22rhox by RNA interference in PDX cells. B)
Western blot analysis of NKX2.1 protein expressions in Tight chromatin fraction and whole
extract 72h after knocking down of NOX4 or p22phox by RNA interference in 8505C cells
Densitometry quantification of protein levels normalized to Lamin B or Vinculin levels and
presented as fold change compared with control cells. Values are mean + SE. *p < 0.05

and **p < 0.01. (n=3).
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Figure S7: OGG1, MSH2 and MSHG6 inhibit recruitment of PAX8 and NKX2.1 to chromatin.
A) Western blot analysis of PAX8 protein expression in Tight chromatin fraction and whole
extract 72h after knocking down of OGG1 or MSH2 and MSH6 by RNA interference in PDX
cells. B) Western blot analysis of NKX2.1 protein expression in tight chromatin fraction and
whole extract 72h after knocking down of OGG1 or MSH2 and MSH6 by RNA interference in
8505C cells. Densitometry quantification of protein levels normalized to Lamin B or Vinculin

levels and presented as fold change compared with control cells. Values are mean + SE. *p <
0.05 and **p < 0.01. (n=3).
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Figure S8: siRNA knockdown validation of OGG1, MSH2 and MSH6 analysed in tight chromatin
fraction of BRAF-mutated thyroid cells. A) Western blot analysis of OGG1, MSH2 and MSH6
protein expressions in tight chromatin fraction 72h after knocking down of OGG1, MSH2 and
MSHG6 in BCPAP cells. B) Western blot analysis of OGG1, MSH2 and MSHG6 protein expressions
in tight chromatin fraction 72h after knocking down of OGG1, MSH2 and MSH6 in PDX cells. C)
Western blot analysis of OGG1, MSH2 and MSH6 protein expressions in tight chromatin fraction
72h after knocking down of OGG1, MSH2 and MSHG6 in 8505C cells. Densitometry quantification
of protein levels normalized to Lamin B levels and presented as fold change compared with
control cells. Values are mean + SE. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (n=3).
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Figure S9: ATAC-seq analysis of 8505C and PDX cells deleted or not for p22phox. A)
ATAC-seq footprint at the PAX8 and NKX2.1 full sites . Cut sites probability, insertions
per site are normalized to have the same average depth of insertions + 100 bp away from
motif center. The DNA sequences of the bottom are the motif of PAX8 and NKX2.1,
respectively. B) Genomic distribution of ATAC-seq peaks in BCPAP cells transduced for
72h with siRNA control and siRNA p22phox. C) Distribution of transcription factor-binding

loci relative to TSS.
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Figure S$10: Validation of Dabrafenib and Trametinib concentrations efficient for
inhibition of MAPK signalling pathway in BRAF-mutated thyroid cells. A) Dose
response curve of BCPAP, 8505C and PDX cells in Trametinib. B) BRAF-mutated
thyroid cells were treated with Dabrafenib (100 nM) plus Trametinib (25 nM or 5 nM)
with or without TGF-beta receptor inhibitor (TEW 1 uM) for 4 h and analysed by
western-blot for expression of pMEK, MEK, pERK, ERK, pERK, pSMAD3 and
SMADS3.
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Figure S11: Dabrafenib plus Trametinib combination inhibits MMR and DNMT1
protein expressions in BRAF-mutated thyroid cells. Immunoblot detection of MSH2,
MSH6, DNMT1, DNMT3a and DNMT3b in 8505C cells after treatment by the
combination Dabrafenib plus Trametinib. Densitometric quantification of protein levels
normalized to vinculin levels and presented as fold change compared with vehicle-
treated cells. Student t-test is realized by comparing combination versus DMSO for

each corresponding time of kinetic. Values are mean+SE. *p < 0.05 and **p < 0.01
(n=3)
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Figure S12: Co-inhibition of SMAD and MAPK signalling promotes NKX2.1
recruitment to chromatin. Western-blot analysis of NKX2.1 protein expressions in
tight chromatin fraction and whole extract of 8505C cells treated or not with
Dabrafenib plus trametinib combination in the presence or in the absence of TGB-
beta inhibitor (TEW ) for 24h. Densitometric quantification of protein levels
normalized to loading control and presented as fold change compared with vehicle-
treated cells.
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NOX4 : isoforme pro-tumorale ?

Nos résultats ont identifié un nouveau mecanisme moléculaire impliquant la NADPH oxydase
4 (NOX4) dans le processus de dédifférenciation thyroidienne via un processus épigénétique.
Plusieurs localisations subcellulaires de NOX4 ont été décrites dans la littérature avec une
production de ROS locale impliquée dans divers processus physiologiques. Ici, nous montrons
que NOX4, exprimée a la membrane nucléaire des cellules tumorales thyroidiennes porteuses
de la mutation BRAFV%%E induit des dommages oxydatifs (8-oxoG) a I’ADN par 1’H,0;
qu’elle produit. L’inhibition de son expression par ARN interférence conduit a une diminution
significative des 8-oxoGs. De maniére intéressante, une localisation cytosolique de NOX4 a
également été observée dans nos modeles cellulaires (données non montrées). Plusieurs
isoformes de NOX4 issues d’un épissage alternatif ont été décrites dans différents types
cellulaires. Ces isoformes présentent une distribution subcellulaire différente associée a
différents mécanismes de signalisation redox. Certaines de ces isoformes sont impliquées dans
des processus pathologiques [264-266]. La régulation de 1’épissage alternatif, la fonction et le
mode de régulation de I’expression des isoformes NOX4 restent a ce jour méconnus. Selon nos
observations, il n’est pas exclu qu’il y ait plusieurs isoformes de NOX4 dans les cellules
thyroidiennes mutées BRAFY5%F et qu’une ou plusieurs de ces isoformes soient pro-tumorales.
L’identification des éventuelles isoformes NOX4 et leur implication dans le processus de
cancérogenese thyroidienne restent a étre étudiées. L’analyse de NOX4 dans les fractions
nucléaires des cellules étudiées montre que cette derniéere est augmentée dans toutes les lignées
cellulaires arborant la mutation BRAFV®E avec une expression plus importante dans les
lignées faiblement différenciées comme la lignée PDX563. A I’inverse, le niveau de NOX4 est
apparu faible dans les fractions cytosoliques de ces lignées (données non montrées). Ceci
suggére que le niveau d’expression de NOX4 augmenterait dans le compartiment nucléaire au
cours du processus de dédifférenciation et pourrait étre ainsi a I’origine de la progression
tumorale. Bien que NOX4 ait une activité de production d’H20> constitutive liée au niveau
d’expression de son messager, de plus en plus de données émergent faisant état de la modulation
de son activite par des modifications post-traductionnelles ou par des interactions avec d’autres
protéines [270-277, 401]. 1l n’est pas exclu que la localisation nucléaire de NOX4 dans ces
conditions tumorales soit associée a des modifications post-traductionnelles et/ou des

interactions protéiques. Cet aspect mérite d’étre approfondie.
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8-0x0G : marque épigénétique apposée par NOX4 dans les cellules cancéreuses thyroidiennes
mutées BRAF

Nos résultats ont révélé la contribution des dommages oxydatifs au processus de
dédifférenciation thyroidienne. La Iésion oxydative 8-oxoG apparait ici étre une marque
épigénétique impliquée dans la modulation réversible de I’expression de génes de la
différenciation thyroidienne en empéchant le recrutement des deux facteurs de transcription
NKX2.1 et PAX8, essentiels a la différenciation. De maniére intéressante, 1’analyse de la
distribution de la 8-0xoG dans le génome de cellules rénales de rat a montré une certaine
hétérogenéité dans la répartition de cette base oxydée. Elle est majoritairement retrouvée dans
les déserts géniques. L hétérochromatine en général, constitue une région de faible expression
génique et est généralement retrouvée en région périphérique du noyau [402]. Ainsi une
corrélation entre la distribution de la 8-0xoG a la région périnucléaire et les domaines associés
a la lamina, maillage fibrillaire bordant 1’enveloppe nucléaire, a été observée, suggérant que la
localisation des régions génomiques gouverne leur susceptibilité aux dommages oxydatifs dans
le noyau. Par conséquent, la présence de 8-0xoG au niveau de I’hétérochromatine indique une
proximité avec les facteurs oxydants présents au niveau de I’enveloppe nucléaire [403, 404].
Les données concernant la distribution de la 8-0xoG dans I’euchromatine sont plus rares.
Néanmoins, quelques études montrent une distribution de la 8-oxoG dans les régions a forte
concentration en dinucléotides CG comme les promoteurs. La présence de cette Iésion dans ces
régions est décrite comme étant associée a une répression transcriptionnelle [377, 405]. Nos
données ont confirmé que la distribution de la 8-0x0G dans le génome humain n’est pas
uniforme. Nous avons montré que les régions intergéniques et introniques sont les régions les
plus enrichies en 8-0xoGs induites par les ROS générées par NOX4 dans les CPTs mutés
BRAFVS%E 1 es introns et les régions intergéniques sont appelées ‘régions non codantes’ mais
possédent un réle dans la régulation de I’expression génique. Les miRNAs, par exemple,
controlant 1’expression de génes, peuvent étre formés a partir de régions introniques.
L’expression de ces ARN non codants est souvent dérégulée dans des conditions de stress
oxydatif et leur régulation se fait via des mécanismes épigénétiques. Les expressions de
miRNAs intervenant dans le processus de différenciation ont été trouvées modifiés dans les
CPTs et corrélés au potentiel agressif de ces tumeurs [216]. Des études supplémentaires sont
nécessaires afin de mieux caractériser le role potentiel des 8-oxoGs dans la régulation des
miRNAs. De maniere intéressante, nous avons aussi trouvé de la 8-oxoG dans les séquences

codantes des genes de la différenciation thyroidienne. Sa présence est supprimée dans ces zones
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géniques apres déplétion en NOX4. Enfin, ’analyse histologique de plusieurs tissus de CPTs

avec un co-immunomarquage de NOX4 et 8-0xoG met en évidence une colocalisation entre les

dommages oxydatifs situés en périphérie du noyau et NOX4 (données non montrées).

Protéines de la réparation de I’ADN (OGGI1, MSH2, MSH6) : bloqueurs de la transcription
génique dans les cellules cancéreuses thyroidiennes mutées BRAF ?

La réparation de la 8-oxoG produite par les ROS générées par NOX4 dans les cellules
thyroidiennes fait intervenir deux systémes de réparation des dommages a I’ADN : la voie de
réparation par excision de base (BER) et le systéme de réparation des mésappariements (MMR).
Les protéines impliquées dans ces systémes de réparation, telles qu’OGG1, MSH2, MSH6 sont
les premiéres a étre recrutées aux sites des dommages oxydatifs. D’une maniére, générale, les
CPTs ayant la mutation BRAFY®%E présentent un faible taux de mutations. Comparée aux
tumeurs bénignes, les tumeurs malignes thyroidiennes présentent un niveau d’expression des
genes impliqués dans la réparation de I’ADN plus élevé suggérant une activation fonctionnelle
[406]. Cela pourrait donc expliquer le faible taux de mutation retrouvés dans les CPTs. De
maniere intéressante, MSH6 a été trouvé muté dans des cancers anaplasiques de la thyroide, qui
sont des tumeurs indifférenciées et trés agressives, ou le niveau d’hyper-mutabilité est élevé
[419, 420]. Les protéines MMR ont été majoritairement caractérisées dans les cancers du colon
ou, plusieurs mutations de type « perte de fonction » ont été identifiées et associées a la mise
en place d’instabilités génétiques [407]. Le role des protéines MMR dans la carcinogenése

thyroidienne et la progression tumorale doit étre approfondi.

MSH2 et MSHG6 sont des protéines dont 1’expression est controlée par le facteur de transcription
E2F permettant la progression du cycle cellulaire. Nous avons montré que 1’oncogeéne
BRAFV6%E qui contréle la prolifération des cellules [408] contrdle 1’expression de ces protéines
da maniére dépendante de ERK. Des investigations supplémentaires doivent permettre de
mieux caractériser le réle de BRAFY%%E dans le contréle de 1’expression de MSH2/MSH6. A
I’inverse des protéines MMR, une faible expression d’OGG1 a été retrouvée dans les CPTs
mutés BRAFV5E (données non montrées). 1l existe quasiment aucune étude portant sur
d’éventuelles modifications génétiques et épigenétiques affectant le gene OGGL1 dans les CPTs,
a ’exception d’une qui montre une hyperméthylation d’OGG1 dans un nombre infime de CPTs
[409]. Ainsi, une dérégulation de I’expression d’OGG1 dans un contexte d’accumulation de
dommages oxydatifs pourrait favoriser 1’installation d’une instabilité génétique et conduire a la

progression tumorale. Pour combler 1’absence ou I’inactivation d’OGG1, il existe d’autres
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ADN glycosylases impliquees dans la voie du BER, telles que NEIL 1 et 2, qui participent

également au retrait des bases oxydées [412]. Mais ces enzymes ont été tres peu décrites dans
les cancers de la thyroide et notre étude montre qu’OGGH et les protéines MMR contribuent a
elles seules a bloquer le recrutement de PAXS8 et NKX2.1 a la chromatine. L’expression et
I’activité d’OGG1 sont régulées de manicre redox [342, 363]. Nous observons une diminution
de I’expression d’OGG1 dans les fractions chromatiniennes des cellules BCPAP comparée a
celle des thyréocytes primaires. Dans un contexte tumoral, ou les ROS sont augmentées, on ne
peut pas exclure, qu’une inactivation d’OGG]1 puisse affecter sa capacité de liaison a ’ADN
dans ces cellules. Dans ce cas, il pourrait y avoir un phénomene de compensation par une

augmentation de I’expression des protéines MMR.

De maniére générale, I’implication de maniere préférentielle d’un systéme de réparation ou
d’un autre aux différents sites de dommages oxydatifs dépend de la localisation de ceux-Ci au
sein du génome. Le systéeme MMR est par exemple connue pour intervenir dans la réparation
des clusters de dommages oxydatifs dans les régions riches en flots CpG comme les régions
promotrices [410]. L’implication préférentielle d’OGG1 dans la réparation de dommages
oxydatifs dans les régions ouvertes de la chromatine a aussi été montrée [411]. Dans notre
étude, nous démontrons une coopération entre OGG1, MSH2, MSH6 et les modificateurs
épigénétiques comme DNMT1 dans la répression des génes SLC5A5 et TSHR. Ces acteurs des
voies de réparation des dommages oxydatifs de I’ADN contribuent ainsi a la mise en place de
systemes de «silencage » impliqués dans la répression de génes de la différenciation
thyroidienne. Dans la littérature scientifique, une autre étude a montré une interaction entre une
ADN glycosylase de la voie BER et la sous-unit¢ MSH6 de 1’hétérodimére MSH2/MSHS6,
induite par la présence de bases oxydées [353]. Le rdle des différents systemes de réparation
dans la prise en charge des dommages oxydatifs, leur éventuelle compensation ainsi que leur
coopération dans la régulation génique reste a étre explorer en détail.

La composante inflammatoire est un aspect important de la progression tumorale. Les cellules
cancéreuses sécretent de multiples facteurs qui influencent I’environnement tumoral dans le but
de créer des conditions propices au développement. Dans les CPTs avancés, une forte densite
de macrophages TAM (Tumor-associated macrophages) a été observée, positivement corrélée
a I’invasion tumorale. Le recrutement et les modifications phénotypiques de ce type cellulaire
sont basés sur la sécrétion de protéines pro-inflammatoires par les cellules cancereuses [413].
Récemment, de nouvelles études sur I’implication d’OGG1 dans I’activation transcriptionnelle

de genes ont été publiées. En effet, les séquences régulatrices des génes codant pour les
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protéines de I’inflammation sont souvent riches en dinucléotides CG, certains d’entre eux

abritent des motifs de repliement G-quadruplex, sensibles aux ROS. Dans des conditions de
stress oxydatif, la liaison d’OGGI1, enzymatiquement inactivée aux promoteurs de certains
genes pro-inflammatoires conduit a I’assemblage de la machinerie transcriptionnelle [360]. En
effet, dans ces conditions, OGG1 entraine des changements de conformation de la chromatine
permettant une meilleure reconnaissance des motifs de liaison a I’ADN par les facteurs de
transcription tels que NF-«kB. Ainsi, il n’est pas exclu qu’OGG1 participe également a
I’activation de génes impliqués dans I’inflammation dans les cancers de la thyroide. A partir
des cellules tumorales thyroidiennes mutées BRAFY®%E nous pourrons réaliser un RNA-seq

apres délétion d’OGGI1 et identifier les génes réprimés ou activés par cette derniére.

La méthylation de I’ADN est un processus qui est altéré dans un grand nombre de cancers dont
les cancers de la thyroide. Les CPTs mutés BRAFV%%E sont des cancers hypo-méthylés de
maniére générale, cependant ils présentent une hyper-méthylation au niveau de certains genes,
en particulier, ceux impliqués dans la différenciation et dans 1’organification de 1’iode [216,
414]. Les enzymes responsables de ce type de modification épigénétique sont au nombre de
trois, mais dans notre étude, nous montrons que seule DNMT1 est impliquée dans le processus
de dédifférenciation. De maniére importante, nous révélons que NOX4 joue un rdle majeur dans
le recrutement de DNMT1 a la chromatine a travers le recrutement des protéines de la réparation
de ’ADN, OGGI1 et MMRs, I’ensemble conduisant & la répression du géne codant le
transporteur de I’iode. Le MeDIP sequencing montre que les ROS générés par NOX4 sont
impliqués dans le processus de méthylation des CPTs mutés BRAFV®E puisque la délétion de
cette enzyme altere de maniére significative le profil de méthylation. Les cytosines méthylées
sont majoritairement retrouvées dans les régions intergéniques et introniques. Or, il se trouve
que ces régions sont également majoritairement impactées par les dommages oxydatifs dans les
mémes cellules. Les expériences de délétion de DNMT1 ont permis de mettre en évidence un
phénomeéne de compensation avec 1’augmentation de I’expression et du recrutement des deux
autres DNMTs : DNMTa et DNMT3b a la chromatine. Alors que I’analyse des données du
TCGA montre une corrélation inverse entre le niveau d’expression de DNMT]1 et le score de
différenciation thyroidien, une corrélation positive entre 1’expression de DNMT3b et le score
de différenciation thyroidien, a été révélée. Ce résultat est nouveau. A notre connaissance, il y
a trés peu d’étude concernant le role de DNMT3b dans la différenciation thyroidienne. Dans
les cellules souches pluripotentes chez la souris, une transfection de DNMT3b a favorisé le
processus de différenciation via la méthylation des marqueurs de pluripotence [415]. Le fait
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que la délétion de NOX4, favorise 1’expression et le recrutement de la DNMT3b suggére que

celle-ci pourrait étre impliquée dans le processus de différenciation thyroidienne. Ceci mérite

d’étre approfondi.

En plus de DNMTI aux sites de dommages oxydatifs, la présence d’autres acteurs
épigénétiques n’est pas a exclure. De récentes études ont montré qu’OGGI1 recrute CHD4
(Chromodomain helicase DNA-binding protein 4), une ATPase du complexe de remodelage
NUuRD (nhucleosome remodeling and deacetylase), aux sites de dommages oxydatifs a I’ADN.
Dans la littérature, NuRD est principalement décrit comme un complexe répressif. Une fois
recrutée, CHD4 recrute a son tour plusieurs acteurs qui coopérent dans la répression
transcriptionnelle. Parmi, ces acteurs, on retrouve les DNMTs, et les modificateurs d’histones
[360]. Une surexpression de CHD4 a été observée dans les CPTs, corrélée a 1’agressivité
tumorale [418]. Dans une publication en préparation, notre équipe montre que les ROS générées
par NOX4 favorisent également le recrutement de CHD4 aux sites de dommages oxydatifs via
une interaction avec les protéines de la réparation. Une coopération entre CHD4 et DNMT1
dans la répression transcriptionnelle du NIS est aussi observée. D’autres investigations sont en
cours afin d’approfondir les mécanismes d’implication de CHD4 dans le processus de

dédifférenciation thyroidienne.

Stratégie thérapeutique envisagée : inhibition conjointe des signalisations MAPK et TGF-4

Une stratégie thérapeutique basée sur la re-différenciation thyroidienne conduisant a la
réexpression du NIS et des génes de I’organification de I’1ode, permettant de déboucher sur un
traitement par 1’iode 131, reste aujourd’hui une des meilleures options thérapeutiques pour les
patients ayant un CPT muté BRAFY®E |ocalement avancé ou métastatique. BRAFVE est un
puissant activateur de la signalisation MAPK, I’inhibition de cette derniére a conduit dans des
modeles pré-cliniques a la réexpression des génes de I’organification de 1’iode [245-249].
Cependant, en clinique des résultats plus hétérogénes ont été obtenus faisant apparaitre le fait
que soit la voie n’est pas suffisamment inhibée ou que son inhibition seule n’est pas suffisante.
Afin d’obtenir une inhibition efficace de la voie MAPK deux inhibiteurs : le Dabrafenib et le
Trametinib, ciblant respectivement BRAFY®%E et MEK, ont été utilisés lors d’essais cliniques
de phase 2. L’essai intitulé MERAIODE réalisé a Gustave Roussy montre une réponse partielle
a 6 mois (Leboulleux S, Cao CD, Zerdoud S, Attard M, Bournaud C, Benisvy D, et al.
MERAIODE: A Redifferentiation Phase Il Trial With Trametinib and Dabrafenib Followed by

Radioactive lodine Administration for Metastatic Radioactive lodine Refractory Differentiated
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Thyroid Cancer Patients With a BRAFV600E Mutation (NCT 03244956). Journal of the

Endocrine Society. 2021 May 1;5 (Supplement 1): A876). Ainsi, d’autres voies associées a la
voie MAPK peuvent influencer la re-différenciation et conduire a de nouvelles approches
pharmacologiques susceptible d’améliorer I’entrée et la résidence de 1’iode radioactif et donc
I’efficacité de la radiothérapie métabolique. D’un point de vue mécanistique, notre étude révele
que le traitement des cellules cancéreuses mutées BRAFY®E avec la combinaison
Dabrafenib/Trametinib inhibe 1’expression des protéines MMR et DNMT1, expliquant ainsi
une des raisons de I’efficacité de ce traitement dans la réinduction du NIS. En revanche, de
maniere surprenante, nous avons observé une régulation positive d’OGG1 par ce traitement,
associée a une diminution de yH2AX, un marqueur des dommages a I’ADN. Ces résultats suggerent
qu’OGGT1 pourrait étre impliquée dans des mécanismes de résistance aux agents thérapeutiques
en permettant la réparation de dommages a I’ADN et donc la survie cellulaire. Ces données

restent & approfondir.

La signalisation du TGF-B joue un rdle clé dans la progression tumorale des CPTs mutés
BRAFV6E BRAFV60E controle I’expression de NOX4 via la sécrétion et 1’activation autocrine
de la signalisation TGF-f [232]. Pour la premiére fois, nous montrons que 1’inhibition de NOX4
ou de son partenaire fonctionnel, la p22phox combinée a I’inhibition de la voie MAPK
potentialise le recrutement a la chromatine des facteurs de transcription NKX2.1 et PAX8. Cela,
a conduit a la réexpression du NIS et de TSHR au niveau transcriptionnel. La TSH est
I’hormone qui contrdle la fonction thyroidienne, par conséquent, la réactivation de I’expression
de son récepteur indique que les cellules cancéreuses redeviennent sensibles a la TSH. De
maniere importante, la co-inhibition des signalisations MAPK et TGF-} reproduit ces effets.
Au-dela de NOX4, le TGF- contrdle également I’expression d’OGG1 (donnée non montrée).
Par conséquent un inhibiteur du TGF-p en diminuant OGG1 non seulement contribue a la
réactivation du gene SLC5A5 mais également a I’inhibition d’un mécanisme de résistance

potentielle.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats a permis de démontrer 1I’importance de la voie du
TGF-B dans le processus de dédifférenciation des CPTs mutés BRAFV6%E NOX4 dont
I’expression est contrdlée par la signalisation du TGF-, produit des dommages oxydatifs a
I’ ADN qui sont des marques épigénétiques. Des modificateurs épigénétiques sont alors recrutés
aux sites de ces dommages oxydatifs via une interaction avec les protéines de la réparation,
empéchant ainsi la liaison des deux facteurs de transcription NKX2.1 et PAX8, essentiels a la

différenciation. Par conséquent, I’inhibition de la voie du TGF-B, avec celle de la voie MAPK
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s’avere €tre une option thérapeutique prometteuse pour soigner les patients ayant un CPT muté

BRAF devenu réfractaire a 1’iode radioactif.
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Abstract

Context: CHD4 ATPase is a component of the NURD remodeling complex that is involved in
gene repression. Its dysregulation has been shown in various cancer types and recently, it was
shown to be overexpressed in papillary differentiated cancers (PTC) and to be associated with
aggressive clinico-pathological parameters and worse outcome. BRAFY®%%E mutation is
expressed in 45% to 60% of PTC and is associated with tumors aggressiveness and with loss or
low expression level of SLC5A5 gene encoding NIS, which mediates the uptake of iodine. This
transporter is a key component in metabolic radiotherapy using iodine-131 for treating
thyroid cancer.

Aims: CHD4 was found to recruit repressive chromatin proteins to oxidative DNA damage and
help to maintain transcriptional silencing of genes. We previously showed that BRAFV600¢
controls NOX4 expression and that NOX4-derived ROS contribute to repression of SLC5A5 at
the transcriptional level. As NOX4 may induce DNA damage we wondered whether there is a
link between CHD4 and NOX4 in transcriptional silencing of SLC5A5 in BRAF-mutated thyroid
cancer cells.

Results: We reveal that, in addition to NOX4, the TGF- 3 regulates CHD4 by a Smad3-
dependent pathway and that CHDA4, recruited by the DNA repairs proteins OGG1 and MSH6
to chromatin as a result of DNA damage produced by NOX4-derived ROS, cooperates with DNA
methyl transferases in the repression of SLC5A5 gene.



Introduction

CHD4 (Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4) is a component of the NuRD
(Nucleosome Remodeling and Deacetylation) complex, which acts as a chromatin remodeler.
CHDA4 plays a key role by conferring ATPase activity on the complex [1]. Its dysregulation has
been shown in various cancer types including breast [2], lung [3], colorectal cancer [4]. The
NuRD complex is often described as a transcription repressor and CHD4 is essential for
transcriptional repression [5].

Most of differentiated thyroid cancers (DTC) are papillary differentiated cancers (PTC) (80% of
patients) which are characterized in particular by the presence of the BRAFY®%%F mutation in
45% to 60% of cases. This mutation is associated with tumors aggressiveness and with a low
expression level of the genes involved in iodide metabolism, such as SLC5A5 encoding the
iodide transporter NIS, and a low tumor differentiation score [6]. Radioiodine therapy is used
to treat thyroid cancer and is based on the ability of thyroid cells to uptake and concentrate
iodide. Dedifferentiation is related to a decrease or even a loss of the expression thyroid
specific genes including SLC5A5. The absence or loss of radioactive iodine (RAI) uptake in
thyroid cancer cells is a major challenge for the treatment of patients with DTC. The prognostic
significance of CHD4 in a large cohort of Middle Eastern PTC patients has been investigated
[7]. CHD4 overexpression was observed in more than 40% of PTCs and was associated with
aggressive clinico-pathological parameters and worse outcome. CHD4 have been implicated
in several biological functions in cancer cells, such as cell differentiation, cell cycle regulation
and DNA damage repair [8]. it was shown to regulate cell growth, cancer stemness and
epithelial-mesenchymal transition (EMT) In PTC cell lines [7]. In the context of oxidative DNA
damage, it was found to have a key role for participating in maintaining epigenetic gene
silencing by recruiting DNA methyl transferases (DNMTs) to chromatin, thus contributing to
tumorigenesis, in particular, by maintaining hypermethylation-associated transcriptional
silencing of tumor suppressor genes [4]. Several studies have now clearly show that ROS play
an integral role in carcinogenesis and the development of various hallmarks of cancer by
inducing DNA damage and deregulated signaling. In cells, NADPH oxidases (NOXs/DUOXs),
which are membrane-bound complexes, are totally devoted to the production of ROS [9]. The
thyroid expresses three of them: DUOX2 whose role is to provide H.O; necessary for TPO as
well as DUOX1 and NOX4 whose roles in this tissue are still unknown [9]. We previously
showed that BRAFV6%%E controls NOX4 expression and that NOX4-derived ROS contribute to
repression of SLC5A5 at the transcriptional level [10]. The reversibility of the repression
suggested that NOX4 is involved in an epigenetic mechanism. As CHD4 induces recruitment of
DNMTs to chromatin during oxidative damage and NOX4 may induce DNA damage we
wondered whether there is a link between CHD4 and NOX4 in transcriptional silencing of
SLC5A5 in BRAF-mutated thyroid cancer cells. In this study we show that TGF-beta, produces
by the BRAF-mutated thyroid cancer cells, regulates CHD4 at the protein level by a Smad3-
dependent pathway and that CHD4, recruited by the DNA repairs proteins OGG1 and MSH6
to chromatin as a result of DNA damage produced by NOX4-derived ROS, cooperates with
DNMTs in the repression of SLC5A5 gene.



Material and Methods

Cell Culture and reagents:

BCPAP and 8505C cells lines harboring the BRAFV®%%F mutation were cultured respectively in
Dulbecco's Modified Eagle Medium 1X (DMEM) and RPMI 1640 mediums (Gibco)
supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) and 1% of antibiotics:
penicillin/streptomycin (100 mg/ml; Gibco). Patient-derived xenograft (PDX) cell line
harboring the BRAFY®°® mutation was cultured in Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM F-12) (Gibco) supplemented with 10% of FBS and 1%
of antibiotics: penicillin/streptomycin (100 mg/ml; Gibco). Primary human thyroid cells were
collected at the Gustave Roussy Institute according to ethical standards after having obtained
the consent of all patients. They were cultured as previously described [11]. Briefly, the thyroid
tissue was collected in DMEM F-12 medium containing 1% Penicillin/Streptomycin (100
mg/ml; gibco), then washed twice with PBS buffer (Phosphate Buffered Saline) with Calcium
(Ca?" and Magnesium (Mg?*). The thyroid tissue was then minced in PBS buffer into small
fragments using a scalpel. The tissue fragments were digested with digestion buffer containing
collagenase | (100.5 U/ml) (Invitrogen), Dispase Il (2.35 U/ml) (Roche Applied Science) and
glucose (prepared at 10 mg/ml in PBS) at 37 °C for 30 min with stirring. The digested tissue
was filtered through a 70 uM filter and collected in a Falcon containing 10 ml of DMEM F-12
and 5 ml of FBS. The cells were then centrifuged at 300 g for 5 min. Finally, the cells were
resuspended and cultured in DMEM-F12 medium supplemented with 5% FBS, 1% of
antibiotics Penicillin/Streptomycin (100 mg/ml; Gibco) and three hormones: 1 mU/I bovine
TSH (Sigma-Aldrich); 6 pg/ml human transferrin (Roche Applied Science) and IGF1 10 nM, at
37°Cin 5% of CO2.

Inhibitor of TGF-B1 receptor (SB431542 -Calbiochem; Vactosertib EW-7197), inhibitor of
Smad3 phosphorylation (SIS3 —Sigma-Aldrich), and H,0, (Sigma-Aldrich) were added in the
culture medium as indicated in the legend of figures.

Transfection of small interfering RNAs:

Cells were transfected four hours after seeding with siRNA control (Thermofisher) and
specific human siRNA against CHD4 (silencer select siRNA, Thermofisher), NOX4 (silencer
select siRNA, Thermofisher), p22P" (on target-plus siRNA pool, Horizon Perkin Elmer
company), OGG1 (silencer select siRNA, Thermoscientific Thermofisher), MSH2 (Stealth Select
RNAITM, Thermoscientific) and MSH6 (Eurogentec, Target sequences is 5'-
CCCUGGCAAACAGAUUAAA-3’), using INTERFERIN transfection reagent according to the
manufacturer’s protocol (Ozyme-Polyplus).

Real Time qRT-PCR:

Total RNA from cell samples were purified with the Nucleospin RNA 11 kit (Machery Nagel).
RNA yield was determined on a spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington,
USA). 1 ug of DNase-treated RNA was reverse-transcribed using Maxima reverse transcriptase
(Thermo Fisher Scientific) and oligodT in a total reaction volume of 20 pl of PCR buffer
according to the manufacturer’s protocol for 60 min at 55°C. Quantitative PCR (qPCR) was
performed on an ABI 7500 system (Applied Biosystems) using Tagman gene expression assays
(Thermo Fisher Scientific).



Chromatin fractionation:

The tight chromatin fractionation protocol was adapted with slight modifications from Xia et
al [4]. Briefly, cell pellets were suspended in buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5
mM MgCly, 0.34 M sucrose, 10 % glycerol, 1ImM DTT, 1 x protease and phosphatase inhibitor
cocktail. Triton X-100 was then added to the cell suspension to reach a final concentration of
0.1%. and incubated for 5 min on ice before to be centrifuged for 4 min at 1300 x g, 4°C. The
supernatant that is enriched in cytoplasm soluble proteins was discarded and the nuclei pellet
was washed with buffer A, then resuspended in buffer B (3 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, DTT 1
mM, 1 x protease and phosphatase inhibitor cocktail) and incubated 10 min on ice. The nuclei
suspension was centrifuged for 4 min at 1700 x g, 4°C. The supernatant was discarded and the
pellet, corresponding to the chromatin fraction, was washed in buffer B and centrifuged for 1
min at 10,000 g, 4°C. The chromatin fraction was next washed with buffer C (50 mM Tris/HCI
pH 8, NaCl 0.45 M, IGEPAL 0.05 %, 1 x protease and phosphatase inhibitor cocktail to solubilize
proteins weekly bound to chromatin and centrifuged for 1 min at 10,000 g, 4°C. The remaining
pellet was lysed in TEX buffer (100 mM Tris-HCI pH 7.0 containing 2.5% (wt/vol) SDS, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 4 M urea, and a mixture of phosphatase and protease inhibitors
(Calbiochem) using Qiashredder (Qiagen) and referred as tight chromatin. Whole cell extracts
were prepared from 1/10 of the pellet collected after treatment before beginning the tight
chromatin isolation. Vinculin and LaminB immunoblotting serve as cytoplasmic and nuclear
controls, respectively.

Protein extraction and western blotting

Cell extracts were solubilized in lysis buffer (100 mM Tris/HCl pH 7, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
4 M urea, 2.5% SDS) containing 0.1mM PMSF, protease, and phosphatase inhibitors (1X)
(Roche Applied Science). The samples were then sonicated for 30s. Protein samples (20 to
40ug) supplemented with dithiothreitol DTT 10X (Sigma-Aldrich) and glycerol/LDS 4X were
denatured for 5 min at 95°C, subjected to SDS-PAGE using Gel of 6% and/or 8% Tris-glycine
polyacrylamide and electrotransferred to 0.2 um Protran nitrocellulose sheets (Amersham).
Non-specific sites were blocked by incubation in TBST-1X with 5% of milk for 1h. The
membrane was then incubated with a primary antibody that specifically binds to the target
protein anti-CHD4 (1:1000, ab181370 ABCAM), anti-NOX4 (1:2000, ab109225 ABCAM), anti-
p22Phox (1:1000, sc-130551 santa Cruz), anti-Lamin B (1:10000, ab 133741 ABCAM) and anti-
vinculin (1:10000, ab18058 ABCAM). After removing the unbound primary antibody by
washing with TBST-1X, the membranes were incubated with a goat anti-mouse (1:10000, Dako
PO 447) or goat anti-rabbit (1:10000, southern biotech 4010-05) secondary antibody
conjugated to HRP for 1 hour. Membranes were washed again 3 times with TBS-T and the
proteins were visualized by enhanced chemiluminescence.



Results and Discussion

CHD4 is increased in BRAF-mutated papillary thyroid carcinoma

From the Cancer Genome Atlas (TCGA) [12], we compared CHD4 mRNA expression in both
BRAF-wild type PTC and BRAF-mutated PTC (Fig. 1A). CHD4 was significantly increased in PTCs
harboring BRAF mutation. This result is in agreement with was previously found with a cohort
of Middle Eastern PTC patients [7]. Thyroid samples from TCGA were ranked by BRAFV600E-
RAS score (BRS), with BRAFV600E-like and RAS-like samples having negative (-1 to 0) and
positive (0 to 1) scores, respectively. High level of CHD4 mRNA expression was mainly
associated with BRAF-mutated tumors (Fig. 1B). Accordingly, CHD4 protein was found to be
well expressed in two BRAFV%E thyroid cancer cell lines (BCPAP and Patient-Derived cell line
(PDX)) in comparison with human primary thyrocytes (Fig. 1C). In addition, an inverse and
highly significant correlation was found between CHD4 expression and the Thyroid
Differentiation Score (Fig. 1D) suggesting that CHD4 may play a role in the thyroid
dedifferentiation process.

CHD4 is regulated by TGF-f

Figure 1E shows that CHD4 protein expression increases with time in culture in two BRAF-
mutated thyroid cancer cell lines (BCPAP and 8505C). TGF-B3 is overexpressed in thyroid
malignancies [13, 14], and is a potent pro-oncogenic and pro-metastatic factor. It was first
shown to play a major role as a local modulator of thyroid by inhibiting both growth and
differentiation in several species [15-17]. It can be a potent repressor of the expression of
thyroid specific functional genes, such as SLC5A5 (NIS), thyroglobulin (TG) and
Thyroperoxydase (TPO) [18-20]. BRAFY69%E expression induces the production of functional
TGF-B, which leads to TGF-B-driven autocrine loop that mediates at least in part, the effect of
the oncoprotein, in particular the decreased expression of NIS [21], and the promotion of cell
migration, invasiveness and EMT [22]. We previously showed that BRAFY6%E controls TGF-3
secretion, which is involved in NOX4 up-regulation in BCPAP and 8505C cells [10]. Since CHD4
was found to be involved in EMT in PTC cell lines we wondered whether CHD4 may be
regulated by the TGF-f3 pathway. As shown in figure 2A, TGF-f3 induced expression of the CHD4
protein in a dose-dependent manner in three BRAF-mutated thyroid cancer cell lines. We
previously showed that NOX4 is regulated at the transcriptional level by BRAFV®%F jn a the
TGF-B-Smad3-dependent pathway in PTC cell lines [10]. We then evaluated by real-time
guantitative polymerase chain reaction (QPCR) and compared the changes in the levels of
CHD4 and NOX4 mRNAs in BCPAP cells. While as expected the expression of NOX4 mRNAs
increased with the dose of TGF-3, no change in CHD4 mRNAs was observed in this condition
(Fig. 2B). Interestingly, this result was reproduced in PDX cells (Fig. 2C). This led us to analyze
the dose-response effect of TGF-B on CHD4 mRNA expression in human primary thyrocytes
(Fig. 3). As observed with tumoral cells, CHD4 expression was increased by TGF-f only at the
protein level and this effect was inhibited by SB 431542 and SIS3, specific inhibitors of TGF-3
receptor and of TGF-B1-dependent Smad3 phosphorylation, respectively (Fig. 3B). The two
inhibitors inhibited also the expression of CHD4 protein in BCPAP and in PDX cells (Fig. 4A and
4B). Although they well inhibited NOX4 mRNA expression in BCPAP cells they had no or low
induction effect on CHD4 mRNA expression (Fig. 4C-4F). Taken together, these results show
that TGF-f regulates mainly CHD4 at the protein level. TGF-B may act at different levels. It
can inhibit CHD4 protein degradation through the ubiquitin-proteasome pathway by
promoting an interaction of CHD4 with another protein. So, an interaction of CHD4 with the



histone variant H2A.Z that promotes the stability of CHD4 has been previously identified [23].
TGF-B canincrease the level of CHD4 protein by increasing translation of the encoding mRNA.
For example, It has been shown that TGF- mediates upregulation of translation by inhibiting
an RNA-binding protein [24]. To our knowledge it is the first time that CHD4 was shown to be
regulated by TGF- at the protein level. Further experiments are now needed to determine
the exact mechanism involved in this regulation.

Recruitment of CHD4 to chromatin is dependent on NOX4-derived ROS.

Treatment of human colon adenocarcinoma SW480 cells with 2 mM H,0; for 30 min led to
recruitment of CHD4 to chromatin [4]. This finding prompt us to assess the recruitment of
CHD4 to chromatin after treatment of BCPAP cells for 1 hour with increasing concentrations
of H20,. The figure 5A shows that the tightness of binding of CHD4 to chromatin increases in
function of H,O, concentration with, however, an inhibition of the recruitment for a
concentration greater than 500 uM. Thus, the affinity of CHD4 for the chromatin is dependent
on the concentration of H,0.. No change in the total levels of CHD4 was observed in these
conditions. We previously showed that NOX4 is well expressed in the nuclear environment of
BRAF-mutated tumors [25] as well as of BRAF mutated-thyroid cancer cell lines [10]. We first
analyzed the effect of deletion of NOX4 or its functional partner p22°" on the levels of both
total and phosphorylated histone H2AX (Ser139), a reliable marker of DNA damage (Fig. 5B).
The result shows that NOX4 or p22P"°* knockdown drastically decreases DNA damage in BCPAP
cells indicating that this NADPH oxidase promotes DNA damage. We then evaluated the
knockdown of NOX4 and p22P" on the recruitment of CHD4 to chromatin (Fig. 5C). The
tightness of binding to chromatin for CHD4 was significantly altered in these conditions
without any change in its total cellular level. Thus, we demonstrate for the first time that DNA
damage-induced increase in affinity of CHD4 for chromatin is dependent of NOX4.

ROS can promote epigenetic changes. 8 oxoguanine (8-0xo0-G) is the most abundant of base
damage during oxidative stress. Increased 8 oxoG is associated with carcinogenesis and can
be repaired by Base Exision Repair (BER) including OGG1 protein [26]. As CHD4 was previously
shown to be recruited by OGG1 for oxidative damage to interact with 8oxodG [4], we
evaluated the knockdown of OGG1 on the binding of CHD4 to chromatin in BCPAP cells. The
knockdown of OGG1 reduced significantly the level of CHD4 in tight chromatin fraction (Fig.
6A). In contrast, there was an increase in the total protein level in this condition, which was
associated with an increase at the mRNA level (Fig. 6C). The oxidative DNA damage can also
be repaired by the non-canonical Mismatch repair (MMR). MMR proteins MSH2 and MSH6
play important role in repairing clustered oxidative damage found in GC-rich regions of the
genome including promoter CpG island [27]. MSH6 is the DNA lesion-binding partner of the
heterodimer. It also contains the nuclear localization sequences required to shuttle the MMR
protein complex into the nucleus [28]. We next analyzed the knockdown of MSH6 on the
binding of CHD4 to chromatin (Fig. 6B). Interestingly, decrease of MSH6 protein expression
led to a decrease of the level of CHD4 in tight chromatin fraction without any change in both
total protein and mRNA levels. Taken together, our data show that NOX4-derived oxidative
DNA damage increase the affinity of CHD4 for chromatin through the recruitment of DNA
repair proteins.

CHD4 cooperates with DNMTs to maintain silencing of SLC5A5 gene.
It has been shown that CHD4 induces recruitment of DNMTs to chromatin during oxidative
damage and helps maintain DNA hypermethylation-associated transcriptional silencing of



colorectal tumor suppressor genes, revealing that CHD4 has oncogenic functions through
epigenetic regulation [4]. DNA methylation is altered in thyroid cancer. Aberrant
hypermethylation of the promotor region of genes, such as SLC5A5 (NIS), has been
demonstrated in thyroid tumors including BRAF-mutated tumors [29]. However, DNMTs
inhibitors such as 5-azacitidine (Decitabine or DAC) in human thyroid cancer cell lines has
shown contradictory effect on NIS mRNA reinduction [30]. We wondered whether CHD4 could
functionally cooperate with DNMTs to induce reactivation of SLC5A5. The results presented in
figure 7 show that knockdown of CHD4 potentiates the effect of Decitabine on reactivation of
SLC5A5 in BRAF-mutated thyroid cancer cell lines. Knockdown of CHD4 has alone no effect.
The western-blot analysis highlights that decitabine by itself has no effect on affinity of CHD4
for the chromatin as well as on the level of CHD4 in the nuclear fraction. Collectively, these
data demonstrate that CHD4 cooperates with DNMTs to maintain the silencing of SLC5A5.
Beyond the NIS and more generally, it would be now opportune to analyze the role of CHD4
on the transcription program of BRAF-mutated thyroid cancer cells. The NuRD complex is
believed to act as a transcription repressor, but some research indicated that it can also
promote gene transcription globally [31]. Thus, CHD4/NuRD complex may also have an impact
on tumor immune microenvironment by regulating immunosuppressive cytokines
expressions, which mediate tumor progression. A relationship between the increased density
of tumor-associated macrophages (TAMs), that are recruited by cytokine expression from
tumor cells, and decreased survival was reported in thyroid cancer patients [32].

In addition to DNA methylation, histone deacetylation promotes repression of gene
expression. HDACs play a key role in thyroid cancer [33]. Although the promoter region of NIS
is regulated by histone acetylation, the use of HDAC inhibitors to restore NIS activity has
shown mitigate results in different thyroid cell lines. For example, it has been observed that
cell lines with mutations in BRAF and HRAS respond worse to treatments with HDAC inhibitors
[34]. In addition to CHD4, the NuRD complex contains also HDAC1/2 subunits. So, it cannot
be excluded that HDAC inhibitors also target NuRD function. Therefore, combination
treatment of HDAC inhibitors with Decitabine may be more appropriate to lead to a significant
increase in NIS expression in BRAF-mutated thyroid cancer cells.

Mutations of subunits of the SWI/SNF (switch/sucrose nonfermentable) chromatin
remodeling complexes occur commonly in cancers of different lineages, including advanced
thyroid cancers. A recent study discovered that SWI/SNF complexes are central to the
maintenance of differentiated function in thyroid cancers, and their loss confers radioiodine
refractoriness and resistance to MAPK inhibitor-based redifferentiation therapies [35].
Interestingly, it has been shown that NuRD drives SWI/SNF eviction in oral cancer cells [36].
Based on this finding, it would be informative to analyze whether NuRD and SWI/SNF compete
for chromatin access in thyroid cancer cells, in particular at the level of genes involved in
thyroid differentiation.

CHD4 can also play important NuRD-independent role in DNA damage response, cell cycle
progression, signal transduction and overall genome maintenance [37]. At this level of the
study, it is not clear whether CHD4 functions as a part of NuRD or independently of NuRD.
Further experiments are necessary to clarify this point.

In conclusion our study show that oxidative DNA damage produced by NOX4 lead to the
recruitment of DNA repair proteins, such as OGG1 and MSH6 proteins, which increase the
affinity of CHD4 for the chromatin. The cooperation between CHD4 and the DMNTs
contributes to maintain the silencing of SLC5A5 gene encoding NIS. This is modeled in Figure
8. As NOX4, CHD4 is also a key effector of TGF-3, which play a major role in BRAFV6%-induced
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thyroid tumors by inhibiting NIS expression. The translational implication of this findings
should be explored in future clinical trials by using combination of drugs targeting the MAPK
pathway and the TGF-f3 pathway.
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Figure 1: CHD4 is increased in BRAF-mutated PTC. A) Correlation analysis between

CHD4 mRNA and BRAF'" mutation in 390 PTCs (170 BRAFWT and 220 BRAF
PTCs). B) Correlative analysis between BRAF-RAS score and CHD4 mRNA in 390 PTCs.
C) CHD4 protein was analysed by Western-blot as described in Material and
Methods. Vinculin was used as loading control. D) Correlative analysis between
CHD4 and Thyroid Differentiation Score in 390 PTCs. E) Time-dependent induction
of CHD4 protein analysed by western-blot. Vinculin was used as loading control.
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Figure 2: CHD4 is regulated by TGF-3 in BRAF-mutated PTC cell lines . A) Dose-dependent
stimulation of CHD4 protein expression in BRAF-mutated PTC cell lines treated with TGF-
[ for 48h. B) CHD4 and NOX4 mRNA were quantified by real-time quantitative reverse
transcription PCR (qRT-PCR) in BCPAP cells treated with increased concentration of TGF-3
for 24h. C) CHD4 mRNA was quantified by real-time quantitative reverse transcription PCR
(gRT-PCR) in PDX cells treated with increased concentration of TGF-3 for 24h.
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Figure 3: CHDA4 is regulated by TGF-f in primary human thyrocytes. A) Dose-
dependent gene expression of CHD4 by RT-qPCR in human thyrocytes treated with
TGF-f for 24h. B) Immunoblot detection of CHD4 protein in human thyrocytes after
treatment by TGF-f3 for 48h in the absence or in the presence of pharmacological
inhibitors of TGF-f3 pathway.



s S
N S NS
(oo QO N n;\ (OO N "b'\
% Ny 2
S8 S S ¢ &
CHDA | e s et CHD4 | = s v
vinculin s and vinculin | e s s
C . D .
NOX4 mRNA expression CHD4 mRNA expression
1.54 1.59
*kkk dekk edekk . L J
[ I e A
2104m [ 3 1.0-
e a .
ke ke
£ 0.5- £ 0.5-
0.0 I I | I 1 I 00 T T T T T 1
QAN QAN QAP AP
SR 1 @\ P 1 @\
SRR RS NSRRGSR
O 0RO N O 0N P
& Qzé"o CW¥ < RS Q/\y‘”o S <
Q Q Q Q Q Q
E . .
NOX4 mRNA expression F CHD4 mRNA expression
1.5+ 2.0+
kK Fedek dedkedek dekk *
< — 1 < 1.5 [
o 1049 % . o O
o o .
s 5 1071
K<) o) .
% 0.5 b4
x H % 0.5-
00 1 T T 1 1 1 00 T I T 1 T I
QPN QAP AN Qo
S @8 RO ITINCRE
& E g g ® P L F WP &
& F LTS AR R A
X "N 99 S PN 99

Figure 4: CHD4 protein expression is inhibited by inhibitors of the TGF-3 pathway.
A-B) Immunoblot detection of CHD4 protein in BCPAP (A) and in PDX (B) cells after
pharmacological inhibition of TGF-3 pathway by SB431542 (10 uM) or by TEW-7197
(10 uM) or by SIS3 (10 uM). Vinculin was used as loading control. C-D) CHD4 and
NOX4 mRNA were quantified by real-time quantitative reverse transcription PCR
(qRT-PCR) in BCPAP cells treated or not with TEW-7197 at different times. E-F) CHD4
and NOX4 mRNA were quantified by qRT-PCR in BCPAP cells treated or not with SIS3
at different times.
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Figure 5: Recruitment of CHD4 to chromatin is dependent of NOX4-derived ROS. A)
Immunoblot detection of CHD4 protein levels in tight chromatin fraction and whole
extract prepared from BCPAP cells treated by increased concentration of H,0, for 1

hour. Lamin B and Vinculin were used as loading control. B) Western-blot analysis of
XH2AX and H2AX protein expression levels in whole extract 48h and 72h after

knocking down of NOX4 and p22ph°X. C) Western-blot analysis of CHD4 protein
expression levels in tight chromatin fraction and whole extract 72h after after

knocking down of NOX4 and p22phox
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Figure 6: Recruitment of CHD4 to chromatin is dependent of DNA repair proteins.
A) Western-blot analysis of CHD4 protein expression levels in tight chromatin
fraction and whole extract 72h after knocking down of OGG1. Lamin B and Vinculin
were used as loading control. B) Western-blot analysis of CHD4 protein expression
levels in tight chromatin fraction and whole extract 72h after knocking down of
MSH6. C) RT-gPCR analysis of CHD4 mRNA expression in BCPAP cells 24h after

knocking down of OGG1 and MSH6.



BCPAP

NIS mRNA expression

ko

40 —|‘
+
< .
E 30
o
> .
8 20
>< *
10 .
0l b
sictr LI
siCHD4 - + - +
DAC - - + +
Tight chromatin
o &
S <
g g
> >
oF & 9F &
CHD4 | e v e

Lamin B| e sy S =

Figure 7: CHD4 cooperates with DNMTs to maintain silencing of SLC5AS5 gene. A) NIS
mRNA were quantified by real-time quantitative reverse transcription PCR (qRT-
PCR) in BCPAP and 8505C cells 72h after knocking down or not of CHD4. DAC (1 uM)
was added in the cell culture medium 24h before to recover the cells. B) Western-
blot analysis of CHD4 protein expression levels in tight chromatin and nuclear
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Figure 8: Graphical abstract. BRAF 0% regulates TGF-B secretion, which activates the
Smad3-dependent signaling pathway. This pathway controls the expression of both NOX4
and CHD4 proteins . By producing ROS, NOX4 induces oxidative DNA damage that
promote the recruitment of DNA repair proteins, such as OGG1 and MSH6, to the
chromatin, increasing the affinity of CHD4 for the chromatin. The cooperation between
CHD4 and DNMTs contributes to maintain the silencing of SLC5A5 gene encoding NIS.



