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I 1. Bases moléculaires des cancers

I 1 1. Les cancers : des maladies génétiques somatiques

Les cancers sont des proliférations clonales pathologiques causées par de multiples
événements moléculaires (altérations genétiques et épigénétiques) d'une cellule de
I'organisme. Le processus de transformation d'une cellule normale en une cellule tumorale
consiste en une accumulation successive et séquentielle de mutations somatiques et permet de
définir la majorité des cancers comme étant des maladies génétiques acquises. Il est possible
de dénombrer au sein d'une cellule tumorale plus d'une centaine de mutations *.

De plus, il existe dans une méme tumeur une hétérogénéité dans le nombre et le type
de mutations somatiques retrouvées 2.

On distingue trois grands types de mutations somatiques :

1. Les mutations des oncogenes. Ces mutations qui interviennent dans les différents
processus de transformation maligne, de progression tumorale et de survie de la tumeur. Elles
conférent un avantage de croissance et ont été sélectionnées lors du développement des
cellules tumorales. Ces mutations sont présentes en petit nombre, généralement moins de
quinze et sont les mutations responsables de 1’oncogenese.

2. Les mutations des genes suppresseurs de tumeur. lls représentent le cété opposé du
contr6le de la croissance cellulaire, agissant normalement pour inhiber la prolifération
cellulaire et le développement de tumeur. Dans beaucoup de tumeurs, ces genes sont perdus
ou inactivés, enlevant ainsi les régulations négatives de prolifération cellulaire. Toutefois, ces

mutations sont noyées dans la masse des autres mutations somatiques
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3. Les "passenger mutations”. Ces dernieres ont un effet biologique neutre, ne
conferent pas d’avantage de croissance aux cellules tumorales et ne sont que le reflet de

I’instabilité génétique de la cellule tumorale.

I 1 2. Proto-oncogénes, genes suppresseurs de tumeur et genes de réparation

En 2010, plus de 400 génes impliqués dans 1’oncogenése ont été recensés par le
Sanger Center dans le cadre du projet Cancer Genome Project 3. A ce jour, plus de 525 génes
impliqués dans le développement de cancers ont été identifiés * et ces génes de cancer peuvent
étre schématiquement classés en trois grandes catégories : les proto-oncogénes, les génes
suppresseurs de tumeurs et les genes de réparation. La catégorie des proto-oncogenes a été la
premigére a étre identifiée. Il s’agit de génes impliqués dans la transduction des différents
signaux recgus par la cellule et qui ont pour rdle de réguler positivement la prolifération et le
cycle cellulaire. Leur altération dans les cellules tumorales active les proto-oncogénes en
oncogeénes, les rendant hyperactifs, favorisant ainsi la croissance cellulaire et diminuant la
mort cellulaire programmeée. Les proto-oncogenes ont été découverts initialement selon trois
grandes voies historiques de recherche que sont I’analogie avec des oncogenes viraux, les
études de transfection de ces genes dans des modeles cellulaires comme les cellules NIH3T3,
et I’étude des génes impliqués dans les translocations observées dans les leucémies ou les
lymphomes. L’activation des proto-oncogenes en oncogenes peut résulter d'une mutation
ponctuelle avec un gain de fonction délétére de la protéine (mutations des génes RAS dans de
nombreux cancers), d'une amplification genique (amplification du géne ERBB2 dans 25% des
cancers du sein), de translocations chromosomiques derégulant I'expression du gene
(translocation juxtaposant le proto-oncogene MYC avec un géne codant une

immunoglobuline) ou créant un gene de fusion codant pour une nouvelle protéine avec une
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fonction aberrante (translocation récurrente t(9;22)(q34;911) du chromosome Philadelphie de
la leucémie myéloide chronique, aboutissant a la création d'un gene de fusion entre les genes
BCR et ABL). Un seul événement moléculaire mutant un seul des deux alléles d'un proto-
oncogeéne est nécessaire a leur activation, ce qui se traduit par un effet dominant des mutations
activant les oncogénes.

La seconde catégorie correspond aux génes suppresseurs de tumeurs qui possédent des
propriétés inverses aux proto-oncogenes puisqu'ils sont des régulateurs négatifs de la
prolifération cellulaire et qu'ils favorisent I'apoptose. Ces génes sont également appelés "gate-
keepers" car ils sont responsables de la formation des points de contrdle ou checkpoints entre
les différentes phases du cycle cellulaire. Ces “checkpoints" permettent aux cellules en
division de prévenir et de réparer les anomalies de I'ADN survenues lors de la mitose ou
lorsque ces anomalies sont trop importantes d'orienter la cellule vers I'apoptose. La troisieme
catégorie correspond aux genes impliqués dans la réparation de I’ADN. Ces geénes ont pour
role de maintenir ’intégrité de I’ADN et de réparer les anomalies génétiques susceptibles
d'activer les proto-oncogénes et d'inactiver les gate-keepers. A I’inverse des proto-oncogenes,
les génes suppresseurs de tumeurs et les genes de réparation sont inactivés dans les cellules
tumorales. Cette perte de fonction peut également faire intervenir différents mécanismes. Il
peut s'agir de délétions d'une région du chromosome contenant le géne suppresseur de tumeur,
de mutations ponctuelles qui altérent sa fonction, d'une interaction avec un oncogene viral ou
encore d'altérations épigénétiques qui vont diminuer I'expression du gene (hyperméthylation
du promoteur du gene MLHL1 dans les cancers du c6lon). De plus, pour que la fonction d’un
géne suppresseur soit perdue, il est nécessaire que les deux copies du géne soient inactivees ce
qui explique le caractere récessif des anomalies moléculaires des suppresseurs de tumeurs au
niveau cellulaire. Les altérations a la fois des proto-oncogeénes et des genes suppresseurs de

tumeurs sont nécessaires pour la dérégulation de la croissance cellulaire. De plus,
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I'emballement du cycle cellulaire en I'absence de contréle est responsable d'une instabilité
génétique des cellules qui favorise la progression de la cellule vers le cancer et I'acquisition
par la cellule tumorale de nouvelles propriétés comme la néo-angiogénese, la capacité

d'invasion tissulaire ou la résistance a une chimiothérapie.

I 2. Facteurs de risque environnementaux et comportementaux

En 2011, le nombre de nouveaux cas de cancer en France a été estimé a 365 500 pour
les deux sexes confondus. Entre 1995 et 20035, les taux d’incidence tous cancers confondus
ont augmenté de 14 % chez I’homme et de 17 % chez la femme. L augmentation de
I’espérance de vie et I’amélioration du dépistage ne suffisent pas a eux seuls a expliquer ces
chiffres. Les modifications de I’environnement sont, entre autres, largement suspectées de
contribuer a cette augmentation. A 1’échelle mondiale et selon I’OMS, 19 % de tous les
cancers peuvent étre attribués a I’environnement, y compris au milieu professionnel, et sont a
’origine de 1,3 million de décés chaque année.

Sans qu’il soit possible, en I’état actuel des connaissances, d’estimer avec précision la part de
I’augmentation liée aux expositions environnementales, le lien entre 1’apparition de certains
cancers et des expositions environnementales est suspecté voire méme, dans certains cas,
clairement établi. Pour I’ Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire de I’Environnement et du
Travail (AFSSET), I’environnement comprend les agents physiques, chimiques ou
biologiques auxquels un individu peut étre expose dans les lieux de vie et de travail. Tandis
que certains utilisent une définition plus restrictive de « I’environnement » en excluant les
expositions professionnelles, d’autres, comme 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
integrent également les facteurs relatifs aux modes de vie et les comportements individuels

(tabagisme, consommation d’alcool, alimentation, activité physique...). Notons que le
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développement d’un cancer résulte le plus souvent d’une association de différents facteurs et
d’une accumulation de plusieurs altérations subies par les cellules tout au long de la vie et,
probablement, d’une moindre efficacité des mécanismes de réparation des altérations au
niveau de la cellule des personnes agées. Ces mécanismes expliquent la fréquence accrue des

cancers en vieillissant.

I 2 1. Consommation de tabac

Bien que la fumée du tabac soit une importante source de substances carcinogenes,
pendant longtemps la cigarette n’a pas été considérée comme un facteur de risque établi de
cancer du sein en population générale. Certaines études ont méme rapporté un effet protecteur
du tabac vis-a-vis du cancer du sein. En effet, fumer pourrait réduire le risque par un effet
anti- cestrogénique ou une altération du métabolisme hormonal. Des études plus récentes ont
suggére une augmentation du risque chez les fumeuses, en particulier si I’exposition est
longue ou débute avant la premicre grossesse, laissant penser que 1’effet du tabac pourrait
varier au cours de la vie et selon le début de I’exposition. En 2005, une analyse combinée de
20 études ayant mesuré a la fois I’exposition au tabac actif et au tabac passif a été réalisee.
Cette étude a pu mettre en évidence une augmentation du risque de cancer du sein de 1.2 chez
les femmes ayant été exposées directement ou indirectement a la fumée de cigarette par

rapport aux femmes n’ayant jamais été exposées °.

| 2 2. Consommation d’alcool

En population générale, I’alcool est le seul facteur de risque nutritionnel établi pour le
cancer du sein. Ce risque relatif augmente d’environ 7% pour chaque 10 g additionnel

d’alcool consommé par jour. En effet, comparativement aux femmes déclarant ne pas
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consommer d’alcool, les consommatrices de 35 & 44 g d’alcool par jour ont un risque relatif
de 1,32 et celles consommant plus de 45 g d’alcool par jour ont un risque relatif de 1,46. Par
ailleurs, une étude montre une association linéaire du risque de cancer du sein avec une
augmentation de la consommation d’alcool ©. Cette étude de la cohorte EPIC a trouvé une
augmentation de 3% du risque de cancer du sein par verre d’alcool (10 g d’éthanol) par jour
parmi 274 688 femmes dont 4 285 avaient développé un cancer du sein 8. L’alcool provoque
une augmentation du niveau d’hormones dans le sérum et une production accrue de facteurs
de croissance IGF (insulin-like growth factor). Les IGF agissent comme des mitogenes,
inhibent I’apoptose et interagissent avec les cestrogénes. Une production accrue d’IGF

augmente le risque de cancer du sein, surtout avant la ménopause ’.

I 2 3. Exposition aux radiations ionisantes

En population générale, les expositions aux radiations ionisantes ont été montrées
comme étant associées a une augmentation du risque de cancer du sein 8. Par ailleurs,
plusieurs études ont été menées sur les survivantes a la bombe atomique d’Hiroshima ou sur
une population ayant subi des irradiations dans un cadre medical (irradiation par imagerie
médicale ou a visée thérapeutique). Ces études montrent une augmentation du risque comprise
entre 1,0 et 4,3 par Gray. Par ailleurs, plusieurs de ces études ont montré que le risque de
cancer du sein associé aux irradiations était plus important pour les femmes ayant été

exposées durant I’enfance ou I’adolescence *°.

I 2 4. Indice de masse corporelle (IMC)
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Le surpoids est un facteur associé au risque de cancer du sein de fagon différente, en
fonction du statut ménopausique : le surpoids diminue le risque de cancer du sein avant la
ménopause par unit¢ d’IMC additionnelle), mais I’augmente en postménopause. En effet,
avant la ménopause, les femmes en surpoids ont un plus faible nombre d’ovulations et une
diminution du taux d’hormones sanguin. A la ménopause, la production d’cestrogenes est
stoppée dans les ovaires mais elle se poursuit dans les tissus adipeux. Une femme ménopausée
avec un IMC élevé a donc une production accrue d’cestrogénes par rapport aux femmes ayant

un IMC « normal ».

I 3. Formes héréditaires de cancers et facteurs constitutionnels

I 3 1. Génétique Mendélienne des cancers

Si I’ensemble des cancers résultent d’une séquence d'anomalies génétiques et
épigénétiques, on estime que moins de 5% des cancers correspondent a des formes
héréditaires de cancers répondant a un déterminisme Mendélien. Ces cancers héréditaires sont
liés a une anomalie constitutionnelle de I’ADN correspondant fréquemment a la mutation
d’un géne suppresseur de tumeur ou de réparation de I’ADN, plus rarement d’un oncogene.
En effet, chez les individus porteurs a I'état hétérozygote d'une mutation d'un gene
suppresseur de tumeur, le premier événement moléculaire conduisant a la transformation
maligne est déja présent dans I'ensemble des cellules de I'organisme (sauf rares cas de
mosaicisme). Il suffit alors d'un seul événement moléculaire inactivant le second allele pour
perdre la fonction de la protéine, contre deux événements moléculaires dans une seule et
méme cellule dans le cas des cancers sporadiques. La présence chez un individu donné d’une

mutation constitutionnelle d’un gene suppresseur de tumeur le prédispose donc a développer
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des tumeurs plus fréquemment et plus précocement que dans la population générale. Cette
predisposition aux cancers liée & une mutation d'un gene suppresseur de tumeur (premier
"événement génétique™), suivie d'une deuxieme mutation somatique de l'alléle sain (second
"événement génétique") correspond au "two-hit model” émis en 1971 par Knudson ® (Figure

1),
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Figure 1. lllustration du two-hit model de Knudson et Comings

La prédisposition au rétinoblastome, ou 1’inactivation des deux all¢les du géne RB1 est
nécessaire (mais peut-étre pas suffisante) a la transformation tumorale des neuroblastes de la
rétine du jeune enfant. Dans plus de 60 % des cas, I’atteinte est unilatérale et survient apres
I’4ge de 12 mois. Dans la plupart de ces cas, les deux mutations ont été acquises. En revanche,

dans pres de 40 % des cas, I’atteinte est bilatérale et survient avant 1’age de 12 mois et, dans
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pres de 10 % des cas (25 % des cas bilatéraux), I’'un des deux parents a été atteint dans
I’enfance. Chez ces enfants, I’une des deux mutations du géne RBZlest constitutionnelle,
’autre est somatique. Le géne RB1, cloné en 1986, est le premier géne de prédisposition aux
cancers ayant été identifié. Son identification a ouvert un nouveau champ pour les études

génétiques.t’ 19

La transmission a la descendance de ces mutations conduit & des tableaux familiaux
avec de nombreux cancers dans la famille définissant ainsi les syndromes de prédisposition

héréditaires aux cancers.

| 3 2. Prédisposition aux cancers

I 32 1. Analyses de ségrégation

Les analyses de ségrégation permettent en partie de répondre a ces interrogations. Ces
analyses étudient la distribution familiale des cancers dans des familles et cherchent a
déterminer le modele qui explique le mieux les données observées, notamment a mettre en
évidence un géne majeur parmi l'ensemble des facteurs intervenant dans le déterminisme
d'une maladie. Ces analyses ont été faites soit dans des familles clairement identifiées comme
appartenant a des syndromes familiaux, soit dans des familles recensées par l'intermédiaire
d'un cas non sélectionné pour ses antécédents familiaux. Dans le premier cas, ces analyses
cherchent surtout a confirmer I'existence d'un géne dominant rare responsable de cette
categorie de familles et essayent d'estimer les risques des sujets susceptibles. Dans le second
cas, elles visent a proposer un modeéle général expliquant I'excés de risque familial. Dans le

cancer du sein, la plupart des études ont conclu a I'existence d'un gene majeur dominant rare
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expliquant 5 a 10 % de tous les cas ?°. L'analyse de ségrégation basée sur I'étude CASH
(Claus et coll., 1991) a proposé I'existence d'un gene dominant ayant une fréquence de 0,003
dans la population et associé a un risque chez les susceptibles de 14% avant 40 ans, 38%
avant 50 ans et 67% avant 70 ans. L'évolution du risque en fonction de I'age des sujets
susceptibles et I'exces de risque chez les sujets jeunes, sont compatibles avec la théorie multi-
étape des cancers puisque les sujets susceptibles ont déja, par I'existence d'une mutation
constitutionnelle, « franchi » une étape (ou au moins une étape) dans le processus de la
tumorigenése. De plus cette courbe est totalement compatible avec I'excés de cas précoces
observé dans les familles « historiques ». Les méthodes utilisées présentent en général des
limites majeures. En particulier, ces méthodes comparent des modéles entre eux, de sorte que
le modeéle génétique retenu est le plus vraisemblable parmi ceux qui sont compareés, ce qui ne
veut pas dire que les distributions familiales de cas soient effectivement expliquées par ce
modele. Ainsi les études qui ne comparent que des modéles monogéniques ne peuvent
conclure a I'existence d'autres formes d'hérédité. Dans cet ordre d'idée, Dizier et coll. (1993)
ont montré que I'on pouvait conclure a I'existence d'un gene dominant en présence de données
générées dans un modele supposant I'existence de deux genes interagissant entre eux
(phénomeéne d'épistasie). Par ailleurs, comme cela est désormais possible grace aux
développements des modéles dits régréssifs (Bonney, 1986 ; Abel et Bonney, 1990;
Demenais, 1991), il est important de prendre en compte l'effet de covariables
environnementales qui peuvent expliquer une ressemblance familiale non génétique due aux
expositions communes dans la famille. Ceci sera largement commenté dans le chapitre 6
"Intéractions entre facteurs genétiques et facteurs de la vie reproductive dans I'étiologie du
cancer du sein™. Enfin, il faut remarquer que les estimations des fréquences géniques et des
pénétrances sont biaisées si I'on ne prend pas correctement en compte le recensement des

familles.
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I 32 2. Genes connus de prédisposition aux cancers

En moins de 20 ans, une quarantaine de genes de prédisposition aux cancers ont été

identifiés (Tableau 1). lls correspondent aux situations de prédisposition les plus simples a

mettre en évidence, la partie émergée d’un iceberg que représenterait I’ensemble des

prédispositions aux cancers. En effet, il s’agit soit de prédispositions transmises selon le mode

dominant et associées a un risque tumoral élevé, conduisant alors souvent a une concentration

familiale de cancers, soit de syndromes dont les manifestations désignent la prédisposition.

Prédispositions génétiques

Principaux génes associés

Syndrome seins-ovaires
Syndrome de lynch
Adénomes hypophysaires familiaux
Ataxie-télangiectasie
Cancer gastrique diffus familial
Carcinome papillaire rénal héréditaire
Hyperparathyroidisme
Maladie de cowden
Maladie de fanconi
Maladie de von hippel-lindau
Mélanome malin familial
Néoplasies endocriniennes
Neurofibromatoses
Phéochromocytome-paragangliome héréditaire
Polyposes adénomateuses familiales
Rétinoblastome
Syndrome de birt-hogg-dubé
Syndrome de bloom
Syndrome de carney
Syndrome de gorlin
Syndrome de li-fraumeni
Syndrome de nijmegen
Syndrome de peutz-jeghers
Syndrome de polypose juvénile
Xeroderma pigmentosum

BRCA1, BRCA2, PALB2, RAD51
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM
AlP
ATM, MRE11A
CDH1
FH, MET
CDC73, CASR
PTEN, PIK3CA
FANC
VHL
CDKN2A, MITF, BAP1, CDK4
MEN1, RET, CDKN1B
NF1, NF2, LZTR1, SMARCB1, SPRED1
SDH, TMEM127, MAX, EPAS1
APC, MUTYH
RB1
FLCN
BLM
PRKAR1A
PTCH1
TP53, CHEK2
NBN
STK11
BMPR1A, SMAD4
XP

Tableau 1 : Principales prédispositions génétiques et principaux genes associés. Institut

national du cancer ; 2017



I 3 3. Liaison familiale et variants de forte pénétrance

L’un des grands succes des approches de liaison est 1’identification des génes de
prédisposition aux cancers du sein et de I’ovaire, BRCAL et BRCA2. Apres des études de
ségrégation ayant retenu un modele dominant avec ses parametres de fréquence génique et de
pénétrance, la réunion d’une trentaine de familles sélectionnées a permis a Mary-Claire King,
en 1990, de localiser BRCA1 en 172 2. Puis, dans le cadre d’un consortium de laboratoires,
la position du géne recherché a pu étre finement précisée, et a conduit a son identification
2223 Quant a I’approche géne-candidat, 1’identification des genes MLH1, MSH2 et MSHG,
dont les altérations sont associées a un risque ¢levé de cancer du colon et de I’endométre :
alors que des régions du génome perdues de fagon récurrente dans des adénocarcinomes du
cblon de personnes s’inscrivant dans un syndrome HNPCC (hereditary non-polyposis
colorectal cancer) étaient recherchées par une approche de perte d’hétérozygotie de régions
microsatellites, des pertes d’alléle, et non des gains d’alléle, ont été en réalité mises en
évidence dans ce type de tumeurs, évoquant un défaut de réparation d’erreurs de réplication
de I’ADN (phénotype MSI, microsatellites instable). Ces gains d’alléles étaient tres
semblables a ce qui était observé chez certaines bactéries ; les homologues humains des génes
altérés chez ces bactéries, en 1’occurrence hMLH1, hMSH2 et hMSH6, ont été identifiés, et
des mutations constitutionnelles de ces génes ont été mises en évidence 2*.

Ces derniéres années ont montré que les génes de prédisposition aux cancers
n’appartenaient pas a des voies cellulaires isolées, dont les altérations ne conduiraient qu’a
des cancers. Ainsi, des anomalies du développement empruntent des voies communes a
certaines prédispositions aux cancers : voies Sonic-Hedgehog-Gli, avec holoprosencéphalie et
syndrome de Greig d’une part, et syndrome de Gorlin, d’autre part, syndrome associé a un

risque majeur de carcinomes basocellulaires multiples et a un risque plus faible de
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médulloblastome 2°. De la méme fagon, les génes de la cascade des TGF- sont impliqués a la
fois dans des anomalies vasculaires et des tumeurs digestives 2°. Une autre voie passionnante
mérite d’étre mentionnée, celle du facteur HIF-1 : il s’agit d’un géne clé de I’induction de
I’angiogenése, dont I’expression est finement régulée par différents genes, dont le gene VHL
a I’origine de la maladie de von Hippel Lindau. D’autres génes, codant pour des enzymes du
cycle de Krebs, ont été récemment impliqués dans certaines prédispositions aux cancers :
génes des sous-unités de la succinate déshydrogénase (SDH) et gene de la fumarate hydratase
(FH), dont les altérations a I’état hétérozygote sont, respectivement, associées a un risque de
paragangliomes et de cancer du rein. A Iétat homozygote ou hétérozygote composite, ces
altérations sont responsables d’anomalies graves du métabolisme et de troubles neurologiques
27_

11 est difficile de faire une présentation synthétique et exhaustive de I’ensemble des
prédispositions aux cancers identifiées aujourd’hui : faut-il retenir une présentation par géne,
par type de mutation (mutations activatrices, inactivatrices), par identité de la voie cellulaire
dans laquelle il est impliqué, par mode de transmission de la prédisposition (dominant,
récessif), par maladie prédisposante, par localisation tumorale ? Les connaissances récentes
viennent encore compliquer toute tentative de présentation simple : en effet, les mémes genes
peuvent conduire a des pathologies bien différentes selon que les altérations constitutionnelles
sont mono- ou bi-alléliques. Il en est ainsi, notamment, des altérations de BRCA2, a I’origine
d’un risque élevé de cancer du sein en cas d’altération mono-allélique, mais responsable
d’une maladie de Fanconi en cas d’altération bi-allélique ?. De plus, I’appartenance a la
catégorie des genes suppresseur de tumeur ou a celle des génes de stabilité du génome n’est
plus exclusive : a titre d’exemple, le géene APC est impliqué dans la voie Wnt de transduction

du signal mitogéne, mais aussi dans la ségrégation des chromosomes lors de la mitose 2°.
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Les variantes de forte pénétrance de ces genes expliquent environ 20 % du risque de

cancer familial 2°,

I 3 4. Variants de moyenne et faible pénétrance

La plupart des chercheurs pensent que l'architecture génétique de la maladie
sporadique est polygénique, dans laquelle la sensibilité résulte de I'effet agrégé de nombreuses
variantes a faible pénétration. Ainsi, les GWAS (genome-wide association study) sont utilisés
pour rechercher ces variantes en testant les polymorphismes nucléotidiques ou SNP (single-
nucleotide polymorphism) dans des anémies de Fanconi génotypés dans un grand nombre de

cas et de témoins sains.

I 35. Les trois premieres GWAS de cancer du sein

Les trois premieres GWAS de cancer du sein ont été publiées simultanément en 2007.
Dans une de ces études, Stacey et al. 3! ont utilisé 4554 cas et 17 577 contrdles pour identifier
deux SNP communs, rs13387042 et rs3803662. Dans le deuxiéme de ces GWAS, Easton et
al.%? ont identifié cinq loci de susceptibilité en utilisant 4398 cas de cancer du sein et 4316
contrdles pour 1’étape de découverte, et plus de 20 000 cas et 20 000 témoins pour 1’étape de
confirmation. Ces loci contenaient des SNP dans ou pres de FGFR2, TNRC9, MAP3K1,
LSP et H19. Enfin, Hunter et al. 3 ont mené une étude d'association & deux étapes a I'échelle
du génome en utilisant 2921 cas de cancer du sein postménopausique et 3214 témoins, et a
identifié quatre SNP FGFR2 introniques , reproduisant ainsi de maniére indépendante la

découverte d'Easton et al.
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A ce jour, plus de 60 GWAS de cancer du sein ont été réalisées. A mesure que ce
nombre grandit, I'avantage de la méta-analyse - la combinaison de la preuve a travers

plusieurs études - devient évident.

| 3 6. Méta-analyse

La premiére méta-analyse a grande échelle, menée par Michailidou et al. 3 en 2013,
employaient 55 342 cas et 54 455 témoins de neuf GWAS et identifiaient 41 nouveaux loci de
sensibilité. Deux ans plus tard, une méta-analyse encore plus grande, comprenant plus de 120
000 individus de 52 études, a permits d’identifier 15 autres loci de susceptibilité %, ce qui

porte le nombre actuel de loci de sensibilité identifiés par GWAS a 84.

Le cancer colorectal (CC) peut également étre considéré comme une maladie
complexe en tenant compte de I'nypothese commune d’une maladie avec un modele
polygénique héréditaire ou les composants génétiques des maladies complexes communes
correspondent principalement a des variantes d'effet faible ou modéré. A ce jour, 30 variantes

de susceptibilité a faible pénétration ont été identifiées pour le CC %,

Ainsi, grace a ces GWAS plusieurs variantes de susceptibilité a faible pénétration ont
étaient identifiés. Bien que les variantes causales et les mécanismes prédisposants pour les
associations de risque soient actuellement inconnus, ils ont ouvert des champs inexplorées
dans la tumorigénese mammaire. Par exemple, le facteur de croissance des fibroblastes 2
(FGFR2), un oncogéne qui est surexprimé dans un sous-ensemble de cancer du sein ¥,
contient un SNP intronique qui peut affecter un site de liaison du facteur de transcription
pour le gene FGFR2. Un SNP dans la région 8924, dépourvue de génes ou d'activité
transcriptionnelle, permet de réguler la transcription de 1’oncogeéne MYC situé a plus de 300

kb 3.
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Ces études suggerent que les génes de faible pénétrance peuvent expliquer la
prédisposition génétique sous-jacente au risque de cancer *° bien que leur valeur fonctionnelle

reste a ce jour peu connue.

I 4. Analyses genomiques a haut débit

I 4 1. Séquencage nouvelle génération (NGS)

Avec I’avenement et I'amélioration de la nouvelle technologie de séquencage, le
NGS est de plus en plus appliqué en recherche sur la génomique du cancer. Plus récemment,
le NGS a été adoptée en oncologie clinique pour favoriser un traitement personnalisé du
cancer. Le NGS est utilisé pour la détection de translocations, les inversions, les insertions
et les suppressions, la détection de variations de numéros de copies, la détection de mutation
dans des cancers familiaux. Le NGS présente de nombreux avantages, tels que la capacité
de séquencer complétement tous les types de mutations pour un grand nombre de génes.

Il'y a eu plusieurs articles récents portent sur I'utilisation du NGS dans le dépistage
génétique des cancers familiaux 404,

En outre, les genes de faible pénétrance qui ne sont pas fréquemment analysés mais
impliqués dans des syndromes de cancer familial pourraient étre analysés si des risques de

maladie peuvent étre attribués a des mutations de ces génes.

| 4 2. Dans le cancer de ’ovaire

Environ 15% des femmes atteintes d'un cancer de 1’ovaire invasif portent une mutation
détectable dans les génes BRCA1 ou BRCA2 génes “4* et le test des génes

BRCA1 et BRCA2 est recommandé pour toutes les femmes atteintes d’un cancer de I’ovaire
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46, Plus récemment, un nombre croissant de cas de cancer de I'ovaire sont attribués a des
mutations dans les génes du syndrome de Lynch, notamment MSH6 4748, Une étude récente a
révélé que plus d'un cancer de I'ovaire sur 5 était associé a une mutation germinale du géne et
plus de 30% des femmes étudiées n'avaient pas d'antécédent familial de cancer du sein ou de
l'ovaire 4. Des mutations dans un nombre croissant d'autres génes ont été trouvées chez les
patientes atteintes d'un cancer de lI'ovaire, y compris: ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, MLH1,
MRE11A, MSH6, NBN1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50, RAD51C et TP53 444749 Cette
augmentation du nombre de genes impliqués dans le cancer de I'ovaire suggére I’utilisation de

tests basées sur un panel de genes.

I 4 3. Dans le cancer gastro-intestinal

Jusqu'a 6% des cancers colorectaux peuvent étre dus a un syndrome dit a haut risque
%, Le syndrome de Lynch nécessite par exemple ’analyse de 5 génes (EPCAM, MLH1,
MSH2, MSH6 et PMS2). Les analyses en immunohistochimie (IHC) des tumeurs peuvent
identifier les genes a cibler, mais ne sont pas suffisantes. Le NGS peut maintenant étre utilisé
comme évaluation de premiere intention pour le diagnostic génétique du syndrome
Lynch. Beaucoup de familles avec une polypose colique et les caractéristiques du syndrome
de Lynch ne se sont pas révélées avoir des mutations dans les géenes APC, MUTYH ou les 5
génes associés au syndrome de Lynch. Des études ont identifié des mutations dans
les genes POLE, POLDL et d'autres polymérases dans de telles familles conduisant a un
diagnostic de polypose associée a la polymérisation (PPAP) 152, Avec cette nouvelle preuve
de genes supplémentaires avec un chevauchement phénotypique de syndromes hémorragiques
de cancer colorectal ou de polypose communs, les tests NGS peuvent étre une approche
efficace et rentable de I'évaluation génétique. Les tests de panel avec une attention particuliére

aux genes inclus devraient étre pris en considération dans le cas ou un test initial spécifique de
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géne pour un individu répondant aux critéres de diagnostic de la polypose adénomateuse
familiale (FAP), la FAP atténué, polypose a association MUTYH ou syndrome Lynch est

négatif.

I 4 4. Dans les cancers pancréatiques

Environ 5% a 10% de l'adénocarcinome pancréatique sont familiaux 3. Plusieurs
genes ont été associés a un risque accru de cancer du pancréas incluant BRCAL, BRCA2,
CDKN2A, PALB2, PRSS1, STK11 et les génes du syndrome de Lynch °*°°. Des études NGS
utilisant des panneaux de cancer multigéniques pour dépister les patients atteints de cancer
du pancréas ont identifié des mutations dans les génes ATM, BARD1, BRCAL, BRCA2,
CHEK2, FANCM, NBN, MLH1, MSH2, MSH6, et TP53 657, L'American College of
Gastroenterology recommande actuellement de tester BRCA1, BRCA2, PALB2,

CDKNZ2A et ATM pour tous les cas de cancer du pancréas familiaux, en ajoutant les génes du
syndrome de Peutz-Jeghers, du syndrome de Lynch et de la pancréatite héréditaire si I'histoire

clinique suggére ces conditions 8,

I 5. Mutations sporadiques et formes familiales

Le carcinome rénal (RCC) familial est di a des mutations dans plusieurs génes, y
compris le géne VHL, qui est également muté dans les formes sporadiques. Cependant, un
pourcentage important de RCC familial reste inexplique. Récemment, il a été découvert que
le gene BAP1 est muté dans le RCC sporadique. BAP1, qui code pour une deubiquitinase
nucléaire, est un géne suppresseur de tumeur a double impact. Les mutations BAP1
somatiques sont associées aux carcinomes rénaux a cellules claires de haut grade

(ccRCC). Pour déterminer si BAP1 prédispose au RCC familial, le géne BAP1 a été séquencé
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chez 83 sujets non apparentés avec une forme familiale de RCC familial sans mutation de
VHL. Un nouveau variant a été identifié : c.41T> A; p.L14H. Le variant p.L14H perturbe un
résidu fortement conservé dans le domaine catalytique, un domaine fréquemment ciblé par
des mutations non-sens. La famille avec le variant BAP1 a été caractérisée par un RCC a
cellules claires précoce, de haut grade de Fuhrman, sans maladie de von Hippel-Lindau. Ces
résultats suggérent que BAP1 est un géne prédisposant au RCC familial >°.

Environ 5% de tous les carcinomes rénaux (RCC) sont familiaux °. Plusieurs génes,
VHL, MET, FLCN, FH ont été identifiés comme responsables de la carcinogénése rénale -
83, Cependant, la base génétique d'un pourcentage significatif de RCC familial reste
inconnue. Il existe un précédent pour les génes VHL mutés dans la lignée qui sont également
mutés dans le cadre sporadique, et ainsi, les genes mutés de maniére somatique peuvent

expliquer le RCC familial s'il est muté dans la lignée germinale.

Ainsi, les panels peuvent également inclure d'autres génes de pénétrance modérée a
faible, par exemple BARD1 et NBN, dont il existe peu de données concernant le risque de
cancer du sein et méme moins d'informations sur les options de gestion. ® 3¢ Les progrés
extraordinaires ont été réalisés dans la génétique du cancer au cours des 20 derniéres
années. La diffusion rapide du NGS et I'identification des génes HBOC (Hereditary Breast
and Ovarian Cancer) de faible et moyenne pénétrance ont profondément modifié la
connaissance de la génétique du cancer du sein.

Reste un écueil, la plupart des approches d’identification sont familials ou sur de large
population. Surtout, la plupart des anomalies identifiées n’ont pas de valeur fonctionnelle

connue.
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I1. Nouvelle approche en génétique constitutionnelle
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Il 1. Objectif du projet

Dans mon projet de these, je propose une approche individuelle innovante combinant
plusieurs innovations technologique pour identifier et étudier la valeur fonctionnelle de gene
de pénétrance faible a modérée.

Nous sommes partis d’un cas d’une patiente de 36 ans ayant un cancer du sein, une
maladie de Vaquez, et une polyarthrite rhumatoide sans contexte familial ni syndrome

génétique familial évident. (Figure 2)
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Figure 2 : Généalogie de la patiente

Dans notre étude, nous proposons une approche individuelle innovante en étudiant des
échantillons tissulaires d'une femme jeune avec une association inhabituelle de cancers et
d'autres maladies graves, afin d’identifier des mutations constitutionnelles de faible et

moyenne pénétrance et démontrer leur valeur fonctionnelle.
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Il 3. Résultats

Il 3 1. Cas index : une femme jeune avec un cancer du sein et d'autres maladies graves

Une femme de 36 ans a été diagnostiquée avec un cancer du sein localisé surexprimant
HER2 et une polyglobulie de Vaquez JAK2 V617F mutée, concomitants d’une polyarthrite
rhumatoide .

Une analyse minutieuse de I'histoire familiale de la patiente a retrouvé un cancer
papillaire de la thyroide a la troisieme génération chez une tante paternelle (111, 9), quatre
cancers du sein patrilinéaires et un cancer du célon dans la deuxieme génération (Figure 2).
Soulignons que notre patiente ne portait aucune mutation dans les génes de prédisposition au
cancer du sein, de forte pénétrance (BRCAL, BRCA2, TP53, PTEN) ou de moyenne

pénétrance (CHEK2, PALB2 et ATM).

11 3 2. Identification d'une mutation constitutionnelle du géne MET

Afin de rechercher des mutations dans d'autre génes candidats de faible et moyenne
pénétrance chez notre patiente (cas index), nous avons choisi une approche originale et avons
effectué une analyse génomique a haut débit portant sur une étude de variation du nombre de
copie et de mutations ponctuelles au niveau des cellules de tumorales du cancer du sein

microdisséquées et des cellules CD34+ triées a partir d’une aspiration de moelle osseuse.

La fixation en alcool formol acide acétique (AFA) de la plupart des échantillons
tumoraux de patients dont on dispose représente 1’un des défis majeurs de 1’étude

pangénomique comme c’est le cas pour le cancer du sein de notre cas index. Ces échantillons
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d’ADN sont fréquemment endommagés par 1’exposition au formaldéhyde et a un
environnement trés acide du fixateur. Notre intérét était donc d’utiliser une technique
d’analyse moléculaire trés sensible pour détecter des anomalies moléculaires sur des petites
quantités d’ADN dégradé et fragmenté. Des études sur la technologie OncoScan ont comparé
la concordance des résultats de 1’analyse des variations du nombre de copies d’un géne sur
tissu congelé ou sur tissu formolé. Ces études rapportent un taux de concordance compris

entre 92 et 99,999 6568,

En utilisant la technologie OncoScan dédiée aux échantillons fixés en formol (Figure
3) avec un seuil de probabilité >9 pour filtrer les données, nous avons identifié 17 mutations
potentielles (Tableau 2). Parmi les 541 mutations testées, seule la mutation pR988C,
c2962C_T de MET était commune aux deux populations de cellules tumorales, avec un score
de probabilité de 48,5 et 34,1 respectivement pour le cancer du sein et les cellules CD34 (en
gras dans la Tableau 2 et Figure 4).

Quand nous nous sommes focalisés sur les variations de nombre de copie, les
événements communs €taient des pertes d’hétérozygositie (LOH) essentiellement dans des
régions non-codantes (Tableau 3). Une LOH située sur le chromosome 3p25.3 et comprenant
les genes VVon Hippel Lindau (VHL) et FANCD?2 était commune au cancer du sein et aux
cellules CD34. Aucune mutation « hotspot » commune de VHL n'a été identifiée dans ces
prélevements.

En utilisant une technique de PCR-HRM et un séquengage Sanger, hous avons
confirmé la présence de la mutation hétérozygote pR988C, c2962C_T de MET dans les
cellules de cancer du sein microdisséquées et les cellules CD34 de la moelle osseuse. Nous
avons également retrouvé la méme mutation au niveau de I'ADN constitutionnel extrait a

partir de bulbes de cheveux (Figure 5A). Nous avions eu 1’opportunité de tester le cancer de la
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Probability

Gene Mutation Chromosome
score
Breast cancer 48.5 MET pRI988C, c2962C_T 7
9.8 HRAS pG12S, ¢34G_A 11
CD34-positive 34.1 MET pRI88C, c2962C_T 7
bone marrow cells 18.1 PTEN pI101T, c302T C 10
13 NF2 pQ362X, c1084C T 22
12.6 FGFR3 PA369A, cl107G_ T 4
12.3 HRAS pG12D, ¢35G A 11
12.1 SMARCBI1 pR201X, c601C_T 22
11.9 RBI pR455X, c1363C T 13
11.8 RBI pR787X, c2359C T 13
113 VHL pE160K, c478G_A 3
10.4 NF2 pR196X, c586C T 22
10.2 RBI pQ702X, c2104C T 13
10 CTNNB1 pS45P, c133T C 3
9.5 APC pR1450X, ¢4348C T 5
95 NEF2 pQ456X, c1366C T 22
94 MENI p_c654 plus 3A G 11
9 ABLI pF359V, c1075T G 9

Tableau 2 : Liste des mutations retrouvées par oncoscan sur le cancer du sein et les cellules
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Figure 4 : Schéma des mutations retrouvées par oncoscan sur le cancer du sein et les cellules

myéloides CD34+
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Chromosome Localisation Cytoband Event Gene
1 35,380,596-37,125,966 p34.3 LOH none
1 46.930,969-47.650,912 p33 LoHo none
1 144,009,053-147,000.711 q21.1-g212 LOH none
2 80,799.534-81 458,366 pl2 LoHo none
2 107,783,376-108,411,950 ql23 LoHo none
2 138.077.793-138.719.412 g22.1 LOH none
3 9.909.419-10,606,834 p253 LOH VHL, FANCD2
3 44,122 .466-45,130,076 p21.32 -p21.31 LOH none
3 104,935 498-105,659.604 gql3i.ll LOH none
5 30,093,131-30,957.792 pl3.3 LOH none
5 >0,677,388-51,431.355 qlll-gll2 LOH none
7 19.136,273-20,106,990 p2l.1 LOH none
7 142.241.083-143,017 287 q34 LOH none
8 5,813, 252-5355 849 p232-p231 LOH none
8 46.950,145490.032.045 qlll-g1121 LOH none
8 104,432,606-105,889,089 q22.3 LOH none
9 44 87008745 412,818 pll2 LOH none
10 32,499 853-33_ 442 208 pll.22 LoHo none
11 0.602.225-10,371,796 plz4 LOH none
11 30,786,463-32_168,218 pldl-pl3 LoHo none
12 06,820.650-97_ 722,341 g23.1 LOH none
15 20,161,372-20,977.119 gqlll-gll2 LOH none
17 0-1.444.026 pl3.3 LOH none
X 40 847,131-38,545,809 pll.22-plll LOH none

Tableau 3 : Liste des LOH retrouvées par oncoscan a la fois sur le cancer du sein et les

cellules myéloides CD34+
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thyroide de la tante paternelle de notre patiente (111; 9 sur la Figure 2), et avons retrouvé la
méme mutation MET pR988C, c2962C_T, nous permettant de confirmer qu’il s’agit d’une
mutation héréditaire du coté paternel. En outre, nous avons montré qu’elle était associée a une
surexpression de la protéine MET par les cellules tumorales a la fois dans le cancer du sein et
le cancer de la thyroide (Figure 5B).

Pour le locus de VHL, utilisant des marqueurs microsatellites (Figure 6), nous avons
retrouvé une LOH au niveau des cellules de cancer du sein, confirmant les résultats
d'ONCOSCAN. Les cellules CD34-positives et I'ADN constitutionnel de notre patiente
avaient un profil de déséquilibre allélique, suggérant un mosaicisme de cette LOH de VHL.
Au contraire, le profil microsatellite du cancer de thyroide de la tante (111; 9) était normal,

suggérant que les anomalies VHL sont de novo chez notre patiente.
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Figure 5 : Mutation MET pR988C, c2962C_T constitutionnel et héréditaire
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Figure 6 : Etude de microsatellites autour du géne VHL chez le cas index et sa tante paternelle
11 3 3. Identification de cette mutation MET pR988C, c2962C T

11 3 3 1. Dans une séries de patients avec cancer du sein sporadique
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Dans une série de 105 cancers du sein sporadiques de I'Hépital Saint Louis (Paris,
France), nous avons utilise la PCR-HRM pour détecter la mutation MET pR988C, c2962C _T.
Elle a été identifiée dans un patient avec un cancer du sein intracanalaire triple négatif

(Figure 7A).

11 33 2. Dans une séries de patients avec polyglobulie de Vaquez avec mutation JAK2

V617F

Nous avons aussi testé I'ADN de sang total de 96 patients avec une polyglobulie de
Vaquez avec la mutation JAK2 V617F. En utilisant TADN-HRM pcr, la mutation MET
pRI88C, c2962C T a été identifié dans un patient de 87 ans (Figure 7B). Etonnamment, elle
avait aussi une histoire personnelle de polyarthrite rhumatoide chronique évolutive et une

cryoglobulinémie.
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sporadique (A) et dans des polyglobulies de Vaquez (B)
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Il 3 4. Souris transgéniques MET pR988C, c2962C T

Puisque la mutation MET pR988C, c2962C T est localisé sur un codon identique chez
I'nomme et la souris, nous avons décidé de développer un model transgénique de souris pour
montrer la valeur fonctionnelle de cette mutation localisée :

Séquence humaine

3’ TCTTTAACAAGCTCTCTCTTTCTCTCTGTTTTAAGATCTGGGCAGTGAATTAGTTCGCTATGACGC
AAGAGTACACACTCCTCATTTGGATAGGCTTGTAAGTGCCCGAAGTGTAAGTCCAACTACAGAGAT
GGTTTCAAATGAGTYS’

Séquence murine

3'TCTTTAACAAGCTCTTTCTTTCTCTCTGTTTTAAGATCTGGGCAGTGAATTAGTTCGCTABGARIGC
AAGAGTA

. g gpg - edie oA e el g Qley |
ABE TSNS

La mutation MET pR988C, c2962C_T est en surbrillance jaune et les différences entre

les 2 séquences en rouge.

Des modifications précises et efficaces du génome présentent une grande valeur dans
les tentatives de compréhension des réles de géenes particuliers et d'autres éléments génétiques
dans les processus biologiques ainsi que dans diverses pathologies. Au cours des derniéres
années, les nouvelles méthodes de modification du génome connues sous le nom d'édition du
génome, qui utilisent les nucléases dites "programmables”, sont entrées en vigueur. Une
véritable révolution dans I'édition du génome a été provoquée par l'introduction du
systeme CRISPR-Cas (clusterisé réguliérement intercalé short palindromic repeats-CRISPR),

dans lequel une de ces nucléases, c'est-a-dire Cas9, joue un role majeur. Ce systéme est basé

44



sur les éléments du mécanisme bactérien et archaique responsable de I'immunité acquise
contre les infections aux phages et du transfert de matériel génétique étranger. Les
microorganismes incorporent des fragments d'’ADN étranger dans les loci CRISPR présents
dans leurs génomes, ce qui permet une reconnaissance et une élimination rapides des
infections futures. 1l existe plusieurs types de systemes CRISPR-Cas parmi les procaryotes,
mais seuls les éléments de CRISPR type Il sont employés dans I'ingénierie génomique. Le
CRISPR-Cas de type Il utilise de petites molécules d'sgRNA (CRRNA et TraCRRNA) pour
diriger précisément la nuclease effectrice - Cas9 - vers un site spécifique du génome, c'est-a-
dire la séquence complémentaire de I'ARNrc. Cas9 peut étre utilisé pour:

e introduire des changements stables dans les génomes, par exemple dans le processus

de génération d'animaux knock-out et knock-in et de lignées cellulaires

e activer ou calmer I'expression d'un gene d'intérét

e visualiser des sites spécifiques dans les génomes des cellules vivantes.

Les outils CRISPR-Cas ont été utilisés avec succes pour la génération de modéles
animaux et cellulaires d'un certain nombre de maladies, par exemple des types spécifiques de
cancer. A l'avenir, I'édition du génome par des nucléases programmables peut trouver une
large application en médecine, par exemple dans les thérapies de certaines maladies d'origine

génétique et dans la thérapie de patients infectés par le VIH.

En utilisant la technologie CRISPR-Cas9, les cellules d'une femelle C57BI6 ont été
micro-injectées avec deux types de sgRNA a deux concentrations d'enzyme Cas9 et SgRNA,
dans le cytoplasme ou dans le noyau. Apres l'incubation et la division cellulaire jusqu'au stade
blastocyste (autour de 100 cellules), ce dernier a été testé pour l'intégration de la mutation
MET pR988C, c2962C_T. En utilisant la méthode de restriction enzymatique et I'ADN-HRM

pcr, nous avons pu Vérifier le taux de réussite de I’intégration de la mutation avant la
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réimplantation des embryons. Nous pouvions ainsi déterminer les conditions optimales, avec
un ratio de 50ng/20ng de Cas9/sgRNA microinjecté directement dans le noyau donnant 19-25

% des embryons portant la mutation (Figure 8).

) . Number of
Concentration Sub-cellular site
f Cas9/sgRNA Type of SgRNA of injection mutated
° & J blastocysts (%)
25ng/10ng Sg5 Nucleus 0/20 (0%)
Cytoplasm 1/16 (6%)
Sg8 Nucleus 0/16 (0%)
Cytoplasm 0/15 (0%)
50ng/20ng Sgd Nucleus 3/16 (19%)
Cytoplasm NA
Sg8 Nucleus 6/24 (25%)
4/17 (23.5%
Cytoplasm ( o)

+ 1 indel/17

Figure 8 : Concentrations de Cas9/sgRNA injecté et leur efficacité d’intégration

Vingt et un jours aprés la re-implantation, une premiére génération de 17 souris a eté
obtenue, avec 4 animaux avec la mutation (23.5 %), 2 avec la mutation MET pR988C,
c2962C T et avec une indel (souris 8, 10, 12 et 19, Figures 9 et 11). Les deuxiémes et
troisiemes générations, obtenues par I'accouplement des fondateurs 10 et 12, ont mené a
I'¢limination de I’indel et des potentiels « off-targets » pour 2 souris (Figures 10 et 11B). Un
total de 23 souris portantes la mutation a été ainsi obtenue, génotypées par restriction
enzymatique, ADN-HRM pcr et le séquencage Sanger. La variation du nombre de copie a été
réalisée pour toutes les souris avec un ratio muté/normal allant des 1 a 12 (Figure 11).
Malheureusement, nous n’avons pas pu obtenir d'accouplement fructueux apres la troisieme

géneration, par l'accouplement heterozygous ou homozygous.
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Figure 9 : Genéalogie des souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T obtenues
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I1:7, from the lineage of funder 10, MET+/MET-

GAATTAGTTNGCTATGACGCAAGAGTACACACTCCTCATTT GGATAGGCTTGTAAGT GCCCGAAGT GTAAGTCCAACTACAGAGATGGT

|

I:2, Funder 10, MET+/Indel

GAATTAGTTCGCTATGACGCAAGAGTACACACTCCTCHINT T NGHNANNGGHNT GGHNANNGGCCCAANNGGNANNNCCANNNNNEN A

| !
“mAumm“hm‘hmm“h“ﬁ“lhhlhi“,“nﬂmﬂuiMudﬂuhh;\

Figure 10 : Exemple de séquence Sanger de souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T

48



Founder mice L7 I:8 19 L10 L11 12 I:13 L14 15 16 I:17 L:18 1:19 1:20 I:21 1:22 1:23

MET mutation v o oN W v vV
pROSSC

TGAATTAGTTCGCTATGACGC
0.00 1 T
E 1:8-1
g -0.059 l
g
o)
=}
o -0.101
-0.201
T v T v T v T T 1 i o ) g Lk
75 76 77 78 79
Temperature
L1QH:12-1:19 l &
221 bp= ww - ¥ o
157 bp= e et o el el
n4b,»-9--u,’~‘ --ﬁ--Ud!!.
17 18 19 110 k11 112 L1314 115 116 117 118 119 120 121 122 1:23 PURN

First generation  Il:1 12 IL3 1Il4 IL5 Iké IL7 I8 119 IL10  IE11 IE12 113 114

MET mutation vV vV y v v V
pRISSC

TGAATTAGTTCGCTATGACGC

0.00 1 11:2-11:7-11:10

-0.05 1

Difference RFU

-0.104

-0.201

Temperature

SRS

ratio CNV Mut/WT

e iy e [ R i Pt G Tl G o

O = NWEUNGON® O

A . W ,l,l

11:2 11:6 11:7 11:10 1:11 11:12 11:13

Figure 11 : Génotypage des souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T
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11 3 5. Souris transgeniques MET pR988C, c2962C_T et maladies auto-immunes et

cancers (Figure 12)

Dés I'dge de 9 mois, toutes les souris mutée avaient des signes histologique de
syndrome de Sjogren, caractérisé par un infiltra lymphocytaire peri-canalaire dense (score de
Chisholm de I11 ou V) dans les glandes salivaires et lacrymales. L’ELISA a montré un
niveaux des anticorps anti-SSA et anti-SSB murine sérique significativement plus élevé dans
les souris mutées par rapport aux souris normales (p0.05). Dans 22 des 23 souris mutées, nous
avons aussi constaté des signes histologiques de synovial hyperplasique et un infiltrat
inflammatoire au niveau dans le distal, mais pas proximal des articulations. Les niveaux
sérique des anticorps anti-peptides cycliques citrullinés (anti-CPP aussi appelé ACPA) et
d'anticorps anti-dsDNA étaient significativement plus hauts dans les souris mutées que dans
les souris normales (p0.01).

Nous avons trouvé les signes de thyroidite dans 14 des 23 souris. Une souris mutée de
10 mois (11:10), a aussi développé un carcinome cutanée sur l'oreille. Les souris normales

n‘avaient aucun signe de Sjogren, de polyarthrite rhumatoide ou de cancer.
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Figure 12 : Souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T et maladies auto-immunes et

cancers
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Il 3 6. Souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T et syndromes myeloproliferatis
(Figure 13)

Les numeérations obtenues a 1, 6 et 9 mois pour 12 souris mutées, ont montré une
augmentation significative de nombres de plaquettaires comparées aux souris normales et ce,
dés le premier mois (moyennne a 9 mois de 1078.103/mm3 (+137) contre 775.103/mm3
(x282), p0.05) (Figure 13A)

Les analyses de la moelle osseuse en cryométrie de flux ont été obtenues pour 8 souris
mutées et 8 souris normales pour évaluer les pourcentages des différentes lignées (Figure 13B
et 20C). Pour des populations LK, nous avons constaté que les souris mutees avaient une
densité médullaire plus élevee que les souris normales, avec les valeurs cellulaires absolues de
24.1x106 (+2.6) contre 9.4x106 (+1.1), p0.01, (Figure 13D). Cette densité cellulaire plus
haute a été trouvée dans toutes les trois lignée progénitrices myéloides (Figure 13E). Les plus
grands nombres ont été trouveés pour les GMP (Figure 13F).

Les analyses des coupes tissulaires ont confirmé cette densité myéloide plus élevée dans des
souris mutées par rapport aux souris normales. De plus, des ovaires volumineux ont été
trouvés dans deux souris mutées. L'examen microscopique a montré une prolifération
hematopoietic extra-medullaire avec une différenciation osseuse dans ces deux ovaires

volumineux (Figure 13G).
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Figure 13 : Souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T et syndrome myéloprolifératifs
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Il 3 7. Inhibition fonctionnelle de la voie MET

L'activation du récepteur transmembranaire MET/HGFR (Hepatocyte Growth Factor

Receptor) induit sa dimérisation, la phosphorylation des tyrosines Y1234 et Y1235 au niveau

du domaine tyrosine kinase (TK) et de Y1349 et Y1356 dans la région carboxy-terminale,
menant aux signaux en aval (Figures 14 et 15) ®. Le domaine juxtamembranaire est fortement

conservé (JM) et agit comme un régulateur négatif de transduction du signal, permettant

I’ubiquitination de MET et sa dégradation "°. Les mutations

C98F
R143Q
E168D
L211W
L229F
T230M
N315S
Y321H

S$323G
A347T
E355K
M362T
V370D
N3758
S441C

Deletion
(exon skipping)
pping

T660R

T698S
H644N  P742A  N940S

Deletion
(exon skipping)
—

R988C
G965V
R970C
P978S
R982S
P991S
T9921
Y1003F
Y1003N

M eTrCe- 6 o

SEMA

PSI

IPT1 IPT2 IPT3 IPT4

Figure 14 : Les mutations connues de MET
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Figure 15 : Voie de signalisation de Met

dans le domaine JM pourraient supprimer cette régulation négatif "* et mener ainsi a

I'activation constitutive de MET.

La mutation MET pR988C, c2962C_T est localisé dans le domaine JM (Figure 14).

Pour définir sa valeur fonctionnelle, nous avons administré un inhibiteur de MET, le

cabozantinib, aux souris mutées pendant 28 jours. Sur des échantillons d'aspiration de moelle

osseuse séquentiels et des analyses de sang (jour 0, jour 28 et jour 42), cette inhibition de la

voie MET a conduit a une diminution de GMP dans la moelle osseuse des souris mutées et
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une baisse du nombre de globules rouges et du niveau d’hémoglobine et a une normalisation
de concentration sérique des anticorps anti-CCP et des anticorps anti-SSB au jour 28 dans les
souris mutées. Ces effets ont été suivis par un retour aux niveaux d’origines aprés une période

sans traitement de 14 jours.

Pour résumer, la technologie CRISPR-Cas9 nous a permis d'obtenir des souris
transgéniques MET pR988C mutées qui ont reproduit les maladies auto-immunes et la
myéloproliferation trouvé chez notre cas d'index. L'utilisation d'un médicament anti-MET a
validé le role fonctionnel de cette mutation et de I'activation de la voie MET dans le maintien

de la myéloproliferation, la polyarthrite rhumatoide et le syndrome de Sjogren (Figure 16).
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Il 2. Matériaux et méthodes

Il 2 1. Echantillons de patients et de souris utilisés

I1 21 1. Echantillons humains

Nous avons étudié dans un premier temps les échantillons de notre cas index. Un
prélevement fixé et inclus en paraffine d’un cancer du sein ainsi qu’une aspiration médullaire
pour laquelle nous avons trié les cellules progénitrices CD34 positive. Nous avons également
¢tudié I’ADN extrait a partir de follicule pilaire de cette patiente.

Un prélevement fixé et inclus en paraffine du cancer de la thyroide de la tante paternel
de notre cas index a également était étudié.

Une série de 105 prélevements fixés et inclus en paraffine de cancers du sein
sporadique a été analyseé ainsi 96 prélévements sanguins de patients pour lesquels une

polyarthrite rhumatoide a été diagnostique.

I1 21 2. Echantillons murins

Pour le suivie dans le temps de certaines souris, des prélevements ont été réalisé de
facon séquentielle : des préléevements sanguins ainsi que des aspirations de moelle osseuse
fémorale.

Pour I’analyse, les souris sont mises a mort. Et une dissection minutieuse et complete
est réalisée. Chaque prélevements et fixé et inclus en paraffine avec un deuxieme prélévement

réalisé en miroir qui est congelé.
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IT 2 2. Purification d’ADN analyse pangénomique des échantillons humains

L’analyse pangénomique a été réalisée sur des cellules de tumeurs du cancer du sein
et sur les cellules progénitrices CD34 positives triées a partir d’une aspiration médullaire.
Selon le respect des lois francaises de bioéthiques, la patiente avait été informée de
I’utilisation de ses échantillons pour des travaux de recherche aprées que le diagnostic soit posé
et ne s’y ai pas opposé. Un consentement éclairé a été obtenu conformément a la Loi francaise
de bioéthique (2004-800, 08/06/2004). La sélection des cellules tumorales du cancer a été
réalisée sur coupes de tissus fixées et inclus en paraffine par microdissection laser (Figure
17). Les cellules CD34 + ont été obtenus par tri magnétique a 1’aide de billes couplées a un

d’anticorps anti-CD34.

L’ADN a été purifié¢ avec le Kit DNA mini kit de Qiagen, quantifié sur Nanodrop et

qualifiés par électrophorese.
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Figure 17 : Cellules tumorales microdisséquées sur une coupe de cancer du sein

Il 2 3. Analyse pangenomique des échantillons humains

11 2 3 1. Défi technologique

I1 2 3 2. La technologie OncoScan™ FFPE

L’analyse pangénomique a été effectuée a I’aide d’OncoScan™ FFPE qui permet
d’analyser des faibles quantités d’ADN (75 ng recommandés), ce qui permet de réaliser la
technique sur des prélevements pauvres en cellules d’intérét comme des prélévements issus de

biopsies ou de lignées cellulaires. Elle permet de génotyper 330 000 SNPs, des altérations du
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nombre de copie, des pertes d’hétérozygotie (LOH) et des mutations somatiques.
Schématiquement, cette technique utilise une sonde inverse (MIP) constituée d’acides
nucléiques, dont les 2 extrémités vont s’hybrider sur une cible située sur I’ADN génomique, a
2 endroits distants d’environ 40 paires de base, séparé par un nucléotide (le variant a
génotyper). Une fois hybridées, les deux extrémités forment une sonde circulaire, appelée
aussi « sonde cadenas », résistante aux exonucléases qui serviront a dégrader les autres
nucléotides au cours de la technique. La sonde ainsi fermée va pouvoir étre amplifiée par
PCR, puis taguée et Détectée par hybridation sur une puce a ADN composée de sondes
complémentaires (Figure 3). Oncoscan est capable d’interroger 541 mutations somatiques
specifiques du cancer, avec une couverture de plus de 200 genes suppresseurs de tumeur et
oncogenes. L’analyse des données moléculaires issues de la technique OncoScan® FFPE était

réalisée grace aux logiciels « Nexus Express Software for OncoScan FFPE ».

11 2 4. Détection de la mutation de MET pR988C

La mutation qui a été détectée par Oncoscan a éte vérifiee a I’aide de trois méthodes
différentes : PCR a haute résolution (PCR-HRM), séquencage Sanger et digestion par

restriction enzymatique.

11 24 1. PCR a haute résolution (PCR-HRM)

Pour les échantillons humain, I'analyse de la PCR-HRM de la mutation MET permet
une identification rapide et a haut débit des variantes dans les régions d'intérét sans

séquencage. La PCR est réalisée en présence d'un fluorochrome intercalant a I’ADN
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bicaténaire. Ce fluorophore présente de faibles niveaux de fluorescence lorsqu'il est non lié,

mais il est trés fluorescent a I'état 1ié. Les amorces utilisées pour I’amplification par per sont :

primer MET sens 5-GCCTATCCAAATGAGGAGTGTGT-3'

primer MET antisens ~ 5-TCTGTTTTAAGATCTGGGCAGTGA-3'

La PCR a été réalisées en utilisant le systtme CFX96™ en temps réel de BioRad dans
un total de 20uL contenant 5 pul de ADN génomique (20ng), 15 pl de supermix
SsoFast™Alimor 1 X (Bio-Rad) et 0.4uM de chaque amorce. Le programme utilisé est : une
étape initiale de dénaturation a 94° C pendant 2 mn, suivi de 45 cycles de dénaturation (95° C
pendant 5 secondes) et d’hybridation (60° C pendant 10 s). Une fois la PCR terminée, une
courbe de fusion est réalisée. L'amplicon (typiquement de 50 a 500 pb de long) est
progressivement dénaturé en augmentant la température par pas de 0,2 ° C pour finalement
atteindre 95 ° C. Chaque série de PCR inclus un contréle négatif et chaque échantillon a été
testé en trois exemplaires. Au cours de cette étape, la courbe de fusion peut étre tracée a partir
des valeurs d'émission de fluorescence qui diminuent en fonction de la température
croissante. La forme unique de la courbe de fusion dépend de la longueur de I'amplicon, de sa
séquence, de sa teneur en GC et de la complémentarité des brins d'’ADN. Les courbes de
fusions aprées amplification ont été analysées avec le logiciel d’analyse "precision Melt

Analysis software".

11 2 4 2. Sequencage Sanger

Les amplicons obtenus par PCR-HRM ont été séquencé par la méthode Sanger. Elle

repose sur la propriété qu’ont les ADN polymérases de synthétiser un brin complémentaire
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d’un brin matrice en présence de ANTP (désoxyribonucléotide triphosphate) et de dANTP
(didésoxyribonucléotide triphosphate) marqués par fluorescence. Ces derniers servent de
terminateurs d’élongation de facon aléatoire dans la réaction. Ainsi, 20 ul de produits PCR
ont été purifiés a I’aide de colonnes d’affinité "QIlAquick PCR Purification Kit" Qiagen. Le
marquage a été réalisée a ’aide de "BigDye®-Terminator sequencing Kit" dans les deux sens
selon le programme suivant : une dénaturation initiale a 94° C pendant 3 mn, 25 cycles a 94°
C pendant 10 secondes et une élongation a 60° C pendant 20 s. Aprés une 2ieme étape de
purification, les produits ont été migrés sur un séquenceur automatique 16 capillaires, ABI-

PRISM® 3130x] GeneticAnalyzer. L’analyse a été réalisé garce au logiciel SeqScape v 2.5.

Il 2 4 3. Digestion enzymatique

Cette étape fait intervenir une endonucléase, ici Xmnl, qui possédent un site
actif d'hydrolyse de I'ADN, mais aussi un site de reconnaissance de la séquence cible, aussi
appelée site de restriction. Environ 10 a 15 ul produit de PCR a été digéré avec cing unités

d’enzyme de restriction Xmn1 et I’¢électrophorese a été effectuée sur gel d’agarose 2 %

(Figure 18)
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Xmnl cleavage site

5..GAANNNNTTC...3’
3...CTTNNNNAAG...5’

pRI8BC, c2962C_T MET mutation

5..GAATTAGTTT...3 5..GAATTAGTTC...3’
3..CTTAATCAAG...5’ 3..CTTAAICAAG...5
mutated sequence wt sequence

Figure 18 : Schéma de restriction de I’enzyme Xmnl

II 2 5. Création d’un modéle de souris transgéniques knock-in pour la mutation MET

humain pR988C

11 25 1. Choix du fond génétique

Les souris C57BL/6 ont été choisis pour leurs polyvalence, idéal pour créer un modéle
transgénique, et sont de trés bon reproducteurs. Elles ont été achetées chez Charles River a 3
a 4 semaines. Toutes les expériences ont été effectuées conformément aux directives du
"National Institutes of Health" et les recommandations européennes (2010/63/UE). Le Comité
d’¢éthique du conseil de I’institut universitaire a approuvé cette étude pour expérimentales

animales (N ° 2012-15/728-0115).

I1 25 2. Construction du plasmide
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Le systeme "clustered regularly interspaced short palindromic repeats"/"CRISPR-
associated protein 9" (CRISPR/Cas9) a été décrit grace a I’é¢tude des mécanismes immunes
adaptatives de bactéries et d’archées contre des acides nucléiques de pathogenes tels que des
virus 27, Cela met en jeu des petits ARN interférents capables de reconnaitre de courtes
séquences de pathogénes.

Les génes Cas contiennent des opérons et des régions CRISPR correspondantes a des
séquences nucléotidiques de pathogénes, ou espaceurs, entrecoupées de séquences répétées.
Dans une premiére phase, appelée phase adaptative, la réponse se met en place en intégrant
des séquences nucléiques de pathogénes appelées proto-espaceurs en 3’ de la région CRISPR.
Au cours de I’expression génique de la région CRISPR et de I’interférence, la formation
d’ARN précurseur, pre-CrRNA, est suivie de leur clivage. Cela donne lieu a des crRNA
interférents capables de se fixer sur les séquences de pathogénes correspondants a celles
intégrées en fin de région CRISPR. Le crRNA interagit avec un crRNA transactivateur
(tracrRNA). Cet ensemble oriente ensuite 1’action des protéines Cas.

Les études de ces systémes ont été menées majoritairement dans espéce bactérienne
Streptococcus pyogenes. Des études du syséme CRISPR/Cas9 d’autres espéces bactériennes
devraient permettre d’¢largir les possibilités d’édition du génome a partir de cette famille
d’endonucléases .

Le systéeme CRISPR / Cas9 permet des altérations génétiques efficaces et précises en
induisant des coupures ciblées d'’ADN double brin (DSB) qui stimulent les mécanismes de
réparation de I'ADN cellulaire, tels que la jonction d'extrémités non homologues (Non-
Homologous End-Joining (NHEJ)) et la réparation dirigée par homologie sans erreur
(Homology directed repair (HDR) ) 7. Le NHEJ se caractérise par l'introduction aléatoire
d'insertion ou de deletion (indels) au site ciblé de I'ADN, permettant ainsi au gene de

supprimer un ou deux alléles a travers l'induction de mutations ’®. En revanche, le HDR
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provoque des événements knock-in qui entrainent des mutations ponctuelles précises ou
I'insertion d'un fragment de séquence souhaitée au niveau du locus ciblé, tel que des
remplacements de codons ou des insertions de genes rapporteurs, par recombinaison avec une
séquence homologue exogéne ®. Dans les cellules des mammiféres, le NHEJ est plus efficace
que le HDR. Dans les cellules humaines proliférantes, il a été montré que le NHEJ répare
75% des DSB, tandis que HDR répare les 25% restants ’, et les cellules souches
embryonnaires de souris ont montré un ratio similaire "8, L'efficacité du HDR suite a une DSB
induite par CRISPR / Cas9 est également assez peu efficace (0,5 a 20%) par rapport a
I'efficacité élevée du NHEJ (qui peut atteindre jusqu'a 100%) dans les cellules de mammiferes
et les embryons de souris "%, Par conséquent, la faible efficacité de I'édition de génes précis
médiée par CRISPR / Cas9 reste un défi majeur dans la génération de lignées cellulaires ou de
modeles animaux avec la mutation souhaitée ou la correction de la mutation génétique pour la
thérapie génique de maladies humains héréditaires.

La conception du plasmide CRISPR/Cas9 a été réalisée avec deux sgRNAs (SgRNA 5
et SgRNA 8) (Figure 19). Le plasmide de co-expression des sgRNA-Cas9 (CMV-T7-

hspCas9-T2A-GFP-H1-gRNA linéarisé SmartNuclease vector) a été obtenu en

sequences (5'-3')

Fwsg5RNA 5’ AGGGGAAGAGTACACACTCCTCATT3’
Rvsg5RNA 5’AAACAATGAGGAGTGTGTACTCTTC 3’
Fwsg8RNA 5’AGGGGGTTAAAGACTTTGCTGTCAC 3’
Rvsg8RNA 5’AAACGTGACAGCAAAGTCTTTAACC 3’

5’'CTGTGACAGCAAAGTCTTTAACAAGCTCTCTCTTTCTCTCTGTTTTAAGATCTGGGCAGT
ssODN GAATTAGTTtGCTATGACGCAAGAGTACACACTCCTCATTTGGATAGGCTTGTAAGTGCCC
GAAGTGTAAGTCCAACT3’

Figure 19 : Séquence de sgRNA et de sSODN
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utilisant le systeme de SmartNuclease de Cas9 précision de SBI. Le plasmide ayant intégré le
SgRNA a été transfecté dans des bactéries e. coli a I’aide du kit One Shot™ TOP10
Chemically Competent E. coli

Afin de purifier ces plasmides amplifiés, une sélection a la kanamycine des bactéries
transfectées a eté réalisée. L’utilisation du kit PureLink HiPure plasmide Midiprep a permis

I’extraction de I’ADN plasmidique.

1125 3. Transgénése

Des souris C57BL/6J femelles ont regu une injection de gonadotrophine (eCG ou
Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)) et de gonadotrophine chorionique humaine
(hCG) avec un intervalle de 48 h et accouplés avec des souris males C57BL/6J. Apres
fécondation, I’enzyme Cas9 ARNm (2ng/pl) et les sSgRNAs sgRNAS et SgRNAS (5ng/ul pour
chaque sgRNA) ont été mélangées et injectés dans les pronucléus des embryons unicellulaire.
Apres la transfection, les zygotes ont été cultivées dans un milieu M16 a 37° C, jusqu’au stade
blastocyste (environ 100 cellules) et transférées dans des souris pseudopregnant.

Cette étape a été réalisée a I’animalerie (ANIMA 5) de I’Institut Cochin. Lorsque les
fondateurs ont été identifiés, ils ont été transférés a 1’animal de 1’ Institut universitaire
d’hématologie de I’hopital Saint-Louis pour la reproduction. Pour chaque génération, un

génotypage a été effectuée sur des souris de 3 semaines.

11 25 4. Génotype des souris transgéniques MET pR988C

Comme pour les echantillons de notre cas-index, le génotypage des souris a été réalisé

par PCR-HRM et séquencage Sanger en utilisant les amorces suivantes :
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primer souris MET sens S-GTTTTGTTATTATCCGGGCTCTTCCTGT -3'

primer souris MET antisens ~ 5- GATATTTCTCAGGATAGTAAACTGAATT -3'

Une digestion par enzyme de restriction a également été réalisée a 1’aide de 1’enzyme

Xmnl comme décrit ci-dessus.

Il 255. Identification de ""Off-target™

Le risque de off-target par CRISPR est associé a la spécificité de la séquence cible. Par
exemple, dans les 23 pb du sgRNA, on peut tolérer des divergences allant jusqu'a 5 pb, ce qui
peut conduire & une off target 8. Le nombre d’off-target a été évalué a I’aide de la variation
du nombre de copie par droplet digital Polymerase Chain Reaction (ddPCR) en utilisant le
systeme de flux de travail ddPCR de BioRad. La ddPCR) offre une amélioration profonde par
rapport a la PCR en temps réel pour I'analyse du CNV. Le milieu réactionnel de ddPCR
contient des amorces et des sondes fluorescentes pour chaque séquence d'intérét (par exemple
un CNV et un locus de contrble a deux copies) et est répartie en milliers de gouttelettes de
quelques nanolitres a une dilution suffisante que la plupart des gouttelettes ne contiennent que
0 ou 1 copie d'intérét. Aprés PCR, le nombre de gouttelettes fluorescentes est compté (Figure

20).
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Figure 20 : Méthode de la ddPCR Biorad

(@) Les échantillons et I'huile permettant de générer les gouttelettes sont chargés dans
une cartouche a huit canaux. (b) Un vide est appliqué au puits, qui aspire I'échantillon et
I'nuile a travers une buse de focalisation de flux ou sont formées des gouttelettes
monodisperses de 1 nL. En moins de 2 min, huit échantillons sont transformés en huit jeux de
20 000 gouttelettes. (c) Les gouttelettes stabilisees par le tensioactif sont transférées par
pipette dans une plaque de PCR a 96 puits. (d) L'amplification des gouttelettes par PCR en

point final (35-45 cycles) est effectuée dans un thermocycleur conventionnel. (e) La plaque
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est chargée sur un lecteur qui compte les gouttelettes de chaque puits et les transmet a un seul
fichier aprés une détection bicolore de ~ 1 000 par seconde. (f) Les gouttelettes sont assignées

comme positives ou négatives en fonction de leur amplitude de fluorescence &2,

Le mélange réactionnel contient 20ng d’ADN génomique, 10ul de "ddPCR Supermix
for probes no dUTP", 1ul de sonde Met (Mm00192978 cn, Life Technologies) et 1l de TFrc
sonde de référence (4458366, Life Technologies) par puits, avec un volume final de 20 pl. Le
mix de PCR a été ensuite placé dans des DG8 cartouches de génération de gouttelettes QX100
avec 70 uL d’huile de génération de gouttelettes. Apres fermeture, les cartouches ont été
placés dans le systéeme de génération de gouttelettes Bio-Rad QX200. Le volume final de
gouttelettes en suspension dans 1’huile était d’environ 40 pL. La PCR a été réalisée dans le
systeme de PCR en temps réel CFX96 (Bio-Rad), avec une premiére étape de dénaturation a
95° C pendant 10 mn, suivi de 40 cycles de dénaturation (95° C pendant 15 s) et d’hybridation
(60° C pendant 1 mn). Chaque série de PCR inclus un contrble négatif. Les résultats de
ddPCR ont été générés en utilisant le lecteur de gouttelettes QX100 et analysées a 1’aide du
logiciel QuantaSoft. Le ratio de gouttelettes positives pR988C Met sur les gouttelettes positive
TFrc_a été calculée. Un ratio de 0,8 a 1,2 a été consideré comme un nombre de copie normale

pour la mutation MET pR988C .

I1 25 6. Phénotype pR988C MET transgéniques

Le sang et la moelle osseuse a été prélevé et analyses a trois moments différents (3
mois, 6 mois et 9 mois) pour chaque souris. A I’euthanasie, tous les organes, y compris la
moelle osseuse, ont été systématiquement disséqués pour des analyses tissulaires. Tous les
échantillons de tissus ont été traitées et couper en deux parties : une fixée en AFA et inclue en

paraffine, I’autre congelés dans I’azote liquide et stocké dans la Tumorbank de 1’Hopital
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Saint-Louis (Figure 21). Toutes les coupes de tissu ont été effectuées avec un microtome
automatique HM-340 a 5 um et colorées a I’hématoxyline-éosine (HE). Deux pathologistes

ont effectué les analyses de tissus.

N Préléevement de SN
B _sang et de moelle -
’ immunophénotypage
. Prélevement de Numeration
6 MO1s =  — +
sang et de moelle : ,
immunophénotypage
- Numération
. Prélevement de
B~ " sang et de moelle N
- immunophénotypage
Dissection
v
Fixation en AFA
Analyse _Ana]y;e
Histologique Histologique

Figure 21 : Protocole d’analyse des souris transgéniques MET pR988C, c2962C_T
Pour I’évaluation de I’auto-immunité, le niveau d’auto-anticorps dans le sérum de
chaque souris a été mesurée par ELISA anti-SSA, anti-SSB, anti-ADN double brin, anti-

CENT et anti-CCP) selon les protocoles des fabricants.
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Des hémogrammes ont été obtenus avec un analyseur MS9-5.

Pour I’analyse de la moelle osseuse, les cellules ont été aspirés a partir de fémurs de
chacune des souris et ont été resuspendu dans du PBS/SVF 2 %. Tampon de lyse des globules
rouges a été ensuite ajouté. Les Granulocyte Monocyte précurseur (PreGM), les progéniteurs
des granulocyte-monocyte (GMP), les progéniteurs des mégacaryocyte et des erythrocytes
(MEP), les progénteurs des érythrocytes (EryP) et les progéniteurs des mégacaryocyte (MKkP)
ont été marqué avec un panel d’anticorps de rat anti-souris dont le PacBlue cocktail (B220,
Ter-119, CD11b CD3e, Gr-1), PercpCy5.5 CD117 (Clone 2 b 8), PE/Cy7 Sca-1 (Clone D7),
BUV737 CD16/32 (Clone 2.4G2), Brillant Violet 650 CD150 (Clone TC15-12F12.2), Alexa
Fluor 647 CD105 (Clone MJ7/18), Brillant Violet 605 CD41 (Clone MWReg30). Toutes les
expériences ont été effectuées a 1’aide d’un Fortessa de LSR FACs (BD Biosciences) selon la
stratégie de fenétrage dans les "Extended data"(Behrens et al., 2016) et analysées avec le

logiciel FlowJo® (FlowJo, LLC, USA).

I1 25 7. Inhibition fonctionnelle de la voie MET

Pour inhiber la voie MET chez les souris nous avons traités avec du cabozantinib
(Sellekchem, USA), un inhibiteur MET qui agit au niveau du domaine tyrosine kinase, a la
dose de 30 mg/kg, par gavage quotidien pendant un mois. Le médicament a été dilué dans
100ml de NaCl a 2 % de DMSO.

Afin d’évaluer I'efficacité du traitement, nous avons effectué des biopsies du foie guidée par
échographie, des aspirations de la moelle osseuse et des analyses de sang a trois moments :
avant le traitement, apres un mois de traitement, et aprés une période de deux semaines qui
ont suivies la fin du traitement.

L’auto-immunité et analyses de la moelle osseuse ont été réalisées comme décrit ci-dessus.
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I1 4. Discussion

Ici, nous avons démontré la faisabilité d'une approche individuelle en génétique
constitutionnelle: i) en étudiant plusieurs échantillons de Iésions différentes chez une méme
jeune patiente, (ii) en utilisant des technologies haut débit d’analyse génomique, (iii) en
utilisant la technologie CRISPR-Cas9 pour obtenir des souris transgéniques pour un variant
d'intérét, en quelques mois. Nous avons pu ainsi démontrer la valeur fonctionnelle de la
mutation MET pR988C, c2962C T et sa participation tant dans la genése des néoplasmes
myéloproliferatifs que des maladies auto-immunes, un lien important jamais identifié.

La polyarthrite rhumatoide et le syndrome Sjdgren sont fréquemment associés 838, Pour ces
deux maladies auto-immunes, les accumulations familiales ont été rapportées 8%, Les études
d’associations génomiques ont identifié plus de 10 alléles dont la valeur fonctionnelle est
inconnue, comme HLA-DRB1, IRF5, STAT4, ou BLK 892 |ci, nous avons démontré le role
constitutionnelle de la mutation MET pR988C, c2962C_T dans le développement de
polyarthrite rhumatoide et le syndrome Sjogren, avec une forte pénétrance phénotypique dans
notre modeéle murin. Sur la base des résultats de ces données expérimentales, nous nous
sommes renseigné sur la présence de polyarthrite rhumatoide et le syndrome Sjogren dans la
famille de notre cas index et avons constaté que son pére (111, 8) et son grand-pere paternel (I1,
3) avait la polyarthrite rhumatoide (Figure 22).

Pour confirmer le r6le de la voie MET dans le développement de polyarthrite
rhumatoide et le syndrome Sjogren, nous avons utilisé le médicament cabozantinib pour
inhiber cette voie dans notre modéle de souris. Aprés 4 semaines d'exposition au médicament,
les concentrations sériques d'auto-anticorps spécifiques, anti-SSB et anti-CCP, ont été
normalisées. Dans des études antérieures, le role de HGF, seul ligand de MET %, a été

proposé dans la polyarthrite rhumatoide. Dans 136 patients, les niveaux élevés de HGF
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Figure 22 : Généalogie de la patiente avec la polyarthrite rhumatoide de son pére et de

son grand-pére paternel

74



plasmatique ont été associés a des destructions articulaires séveres % et le blocage
expérimental de HGF utilisant NK4, un inhibiteur de HGF, diminuées les lésions arthritique
chez la souris *°. Ici nous avons démontré le role d'activation du récepteur MET dans le
syndrome de Sjogren et la polyarthrite rhumatoide.

Dans I'ensemble, ces résultats cliniques et expérimentaux ouvrent le champ a une
nouvelle thérapie ciblée en testant des inhibiteurs de MET, déja disponibles dans la pratique
clinique, chez des patients avec une polyarthrite rhumatoide sévére, un syndrome de Sjogren
et I'activation de la voie MET.

Les patients avec des maladies auto-immunes ont 20 % plus de risque de développer
des néoplasmes myéloproliferatifs %, y compris la polyglobulie de Vaquez comme pour notre
cas index. L'inflammation chronique des maladies auto-immunies pourrait produire des
mutations dans des cellules souches hématopoiétiques °', en particulier la mutation JAK2
V617F %, Cette mutation JAK2 a été retrouvée parmi 16 autres mutations dans les cellules
progénitrices myéloides CD34 positives chez notre cas index (voir la Table 1). Quand nous
avons testé une série de 96 autres patients avec une polyglobulie de Vaquez avec la mutation
JAK2, nous avons identifié la mutation MET pR988C dans I'ADN d’un cas et cette femme
avait aussi une cryoglobulinemie et une polyarthrite rhumatoide.

L'origine génétique des néoplasmes myeloproliferatifs est établie pour des mutations
somatiques dans les génes JAK2, CALR ou MPL qui conduisent a une prolifération clonale,
mais seul des polymorphismes ont été identifiés par des associations d’études génomiques
haut-débits comme facteurs génétiques constitutionnels %,

Ici, nous avons démontré que la mutation MET pR988C, c2962C_T était suffisant pour
induire une myéloproliferation dans toutes les souris mutées. De plus, la participation des trois
lignées myéloides est un argument pour un effet fonctionnel précoce de cette mutation au

niveau des progeniteurs myéloides.

75



Comme dans la polyarthrite rhumatoide ou le syndrome Sjogren %41%, le niveau de
HGF sérique est augmenté chez les patients avec une polyglobulie de Vaquez,
indépendamment de la mutation JAK2 V617F 10,

Notre cas index a développé une polyarthrite rhumatoide et une polyglobulie de
Vaquez dans un contexte de mutation MET pR988C, c2962C_T constitutionnel. Nous avons
pu reproduire ce phénotype chez des souris transgéniques pour la mutation MET. Mais notre
cas index a aussi développé un cancer du sein et sa tante paternelle avait un cancer de la
thyroide avec la mutation MET pR988C.

MET est un proto-oncogene 1% et des mutations nonsens activatrices ont été trouvées dans le
domaine tyrosine kinase (TK) de patients avec des cancers du rein papillaire héréditaires
103,104 "yn syndrome autosomale dominant rare avec une forte pénétrance 1°°. Des mutations
somatiques ont principalement été identifiées dans les domaines TK et SEMA de MET dans
des carcinomes hépatocellulaire de I'enfance et dans des cancers de la téte et le cou, gastrique
et du poumon % (Figure 21). La mutation MET pR988C, c2962C_T n'est pas localisé dans le
TK ou SEMA, mais dans le domaine JM 16197 jusqu'a présent, cette mutation a été rapportée
comme étant sporadique dans des cancers de la thyroide et du poumon %1% Dans notre
étude, I'analyse de plusieurs Iésions d’une méme patiente, combiné avec I'enquéte de sa
famille, nous a permis de démontrer que, dans ce cas, la mutation de MET pR988C était
constitutionnelle. Quand nous avons testé une série de 105 cancers du sein sans histoire de
cancer du sein familial, nous avons retrouvé cette mutation MET dans un cas;
Malheureusement, nous n’avons pas pu réaliser une enquéte familiale puisque le patient était
mort.

Ces enquétes familiales, principalement basées sur des analyses de données
rétrospectives, sont parfois difficiles a réaliser. Cependant, notre étude souléve la question des

mutations constitutionnelles induisant des cancers jusqu'ici considérés comme sporadique.
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Nous n'avons pas reproduit de cancers du sein ou de la thyroide, mais I'étude
systématique des pathologies nous a permis de montrer des thyroidites lymphocytaires dans
14 des 23 souris transgéniques et, chez les patients, la thyroidite lymphocytaire est associée a
un risque 2 fois accru au cancer papillaire de la thyroide.

De plus, une des souris transgéniques a développé un carcinome cellulaire cutané sur
I'oreille, une zone exposée. Le risque de carcinomes cutané est significativement augmenté
avec l'application d’un cancérogenes chimique est combinée avec une activation forte de la
voie MET chez des souris transgéniques pour HGF 10, L'activation de cette voie est peut-étre
trop faible dans nos souris transgéniques avec la mutation MET pR988C. Les mutations dans
le domaine JM suppriment 1’ubiquitination de MET et sa dégradation dans des lignées
cellulaire humaines de cancer du poumon %%, mais le niveau d'activation de la voie MET
n’est pas connu.

Dans un autre modele transgénique de mutation MET activatrice dans le domaine TK,
une considérable amplification du géne MET est requise pour le développement de cancer du
sein 93,111_

Dans des souris transgéniques pour HGF, les hauts niveaux de HGF sérique ont été
associés au développement de cancer du sein 2. Chez notre cas index, en plus de la mutation
MET pR988C, nous avons trouvé une LOH constitutionnel incluant FANCD?2, un géne
impliqué dans la réparation de I'ADN %3, comme des génes BRCA impliqué dans le cancers
du sein héréditaires. Ceci renforce le role de facteurs génétiques constitutionnels dans le

développement de cancers d'habitude considérés comme sporadique.

Notre approche combinant I'étude des échantillons cellulaires et tissulaires de plusieurs
lesions d’une méme patiente, I'utilisation d’analyses génomiques haut débit et de technologie

CRISPR-Cas9 nous a permis de déemontrer pour la premiére fois un lien genétique fonctionnel
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entre la polyarthrite rhumatoide, syndrome de Sjogren et polyglobulie de Vaquez. Ce qui
ouvre le champ d'application pour cette approche individuelle dans le domaine de facteurs

génétiques constitutionnels.
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