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Titre : Carcinogenése commune des cancers

Résume :

Contexte : La carcinogenese est le résultat de I’accumulation de mutations constitutionnelles
et acquises. La génétique constitutionnelle a forte pénétrance pourrait suffire a la
cancérogenese comme les mutations de BRCA. Aussi, des facteurs externes bien connus
comme le tabac sont probablement suffisants pour expliquer la carcinogenese. Cependant la
forte pénétrance ainsi que les facteurs externes n’expliquent a ce jour qu’environ 5-10 % des
cancers. En fait, la plupart des cancers sont probablement le résultat d'une association
multifactorielle de mutations constitutionnelles de pénétrance faible a modérée et de
mutations acquises induites par des facteurs externes de moindre impact.

Les études de ségrégation familiale, et plus récemment les études sur de larges populations
(Genome Wide Association Studies, GWAS) identifient généralement des polymorphismes
dont la valeur fonctionnelle reste souvent inconnue et nécessitent beaucoup de ressources.
Afin d’¢étudier plus finement cet aspect de la faible pénétrance, j’ai choisi d’utiliser une
approche individuelle innovante dont nous avons déja fait la preuve de concept dans notre
laboratoire. En effet cette approche a permis de mettre en évidence une mutation
constitutionnelle dans le géne MET chez une jeune femme atteinte d'un cancer du sein, d'un
syndrome myéloprolifératif et d'une polyarthrite rhumatoide sans syndrome genétique de
prédisposition connu. Cette mutation nous a permis d’établir un lien fonctionnel via MET
entre cancer et maladie inflammatoire dans un modele de souris transgenique.

Méthodes : En interrogeant la tumorothéque de I’Hopital Saint-Louis, j’ai identifié huit
patientes avec un cancer concomitant du sein et de la thyroide sans syndrome de
prédisposition connu de type Cowden, ni facteur de risque environnemental évident.

Une microdissection laser des cellules tumorales a été réalisée pour chacun des prélévements
des cancers puis une analyse génomique a haut débit de type OncoScan™ adaptée aux
prélevements fixés en formol. En parallele, une analyse de type NGS a été faites sur les
échantillons congelés. Le but était la recherche des événements génétiques communs de type
mutation, perte d’hétérozygotie (LOH) ou variation de nombre de copies des génes.

Résultats : 1) L’analyse OncoScan™ a permis d’abord d’identifier deux régions du
chromosome X qui ont subi essentiellement des pertes de matériel chez cinq patientes parmi
les huit. La probabilité qu’une méme région soit le si¢ge d’une perte ou gain de matériel
sporadique chez plusieurs patientes est faible, et laisse supposer qu’il s’agit probablement
d’un événement constitutionnel impliquées dans la carcinogénése. 2) Chez une patiente parmi
les 8 avec une histoire intrigante de cancers multiple sans facteur de risque évident, j’ai
identifié aprés une analyse par OncoScan™ et NGS des prélévements tumoraux et
constitutionnels, une mutation constitutionnelle d’une valeur fonctionnelle inconnue du géne
PRAME. Ce géne code pour un antigene associé au cancer qui semble intéressant comme outil
diagnostique et thérapeutique pour différentes types de cancer.

Conclusions : Par une approche individuelle, nous avons réussi a identifier des évenements
constitutionnels de faible ou moyenne pénétrance et potentiellement impliquée dans la
carcinogenese. Cette approche est possible mais c’est de plus en plus compliqué a cause de
I’hétérogénéité et la poly génie impliquée. Les méthodes biologiques classiques arrivent a
leurs limites d’ou la question d’utiliser la modélisation mathématique et 1’intelligence
artificielle.
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Title: Common carcinogenesis of cancers

Abstract:

Background: Carcinogenesis is the result of the accumulation of constitutional and acquired
mutations. Constitutional genetics with high penetrance could be sufficient for carcinogenesis
like BRCA mutations. Also, well-known external factors such as smoking are probably
sufficient to explain carcinogenesis. However, this only explains about 5-10% of cancers.
Most cancers are the result of a multifactorial combination of constitutional mutations of low
to moderate penetrance and acquired mutations induced by external factors of lesser impact.
Family segregation studies, and more recently Genome Wide Association Studies (GWAS),
generally identify polymorphisms with unknown functional value, and require a lot of
resources.

In this work | chose to use an innovative individual approach that we have already proved in
our laboratory. Indeed, we identified a constitutional mutation in the MET gene with unknown
functional significance in a young woman with breast cancer, myeloproliferative syndrome
and rheumatoid arthritis without a known genetic predisposition syndrome. This mutation
allowed us to establish a link between cancer and inflammatory disease in a transgenic mouse
model.

Methods: Using the tumor library of the Hopital Saint-Louis, | identified eight patients with
concomitant breast and thyroid cancer without known Cowden-type predisposition syndrome
or obvious environmental risk factors.

A laser microdissection of the tumor cells was performed for each of the cancer samples
followed by a high-throughput genomic analysis using OncoScan™ technology adapted to
formalin-fixed samples. In parallel, an NGS analysis was performed on the frozen samples.
The aim was to search for common genetic events such as mutation, loss of heterozygosity
(LOH) or gene copy number variation.

Results: 1) OncoScan™ analysis first identified two regions of the X chromosome that were
predominantly lost in five of the eight patients. The probability that the same region is lost
sporadically in several patients is low, and suggests that it is rather a constitutional event
probably involved in carcinogenesis. 2) In one patient among the 8 with an intriguing history
of multiple cancers without obvious risk factors, using OncoScan™ and NGS analysis of
tumors and constitutional samples, | identified a constitutional mutation of unknown
functional value in the PRAME gene. This gene encodes a cancer-associated antigen which is
gaining progressively a wide interest as a diagnostic and therapeutic tool for different types of
cancer.

Conclusions: With the individual approach, we managed to identify constitutional events of
low or medium penetrance and potentially involved in carcinogenesis. This approach is
possible but it becomes so difficult because of the heterogeneity, and the multiple genes and
factors involved. Usual biologic experiences are facing their limits. This raises the question of
using mathematical models and artificial intelligence to overcome tumor heterogeneity?

Key words: Carcinogenesis; Constitutional genetics; Penetrance; Breast cancer; Thyroid
cancer; OncoScan™; NGS.
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INTRODUCTION

La carcinogenese

La carcinogénése est le résultat de l'accumulation d'événements génétiques et
épigénétiques, avec un equilibre entre les mutations génétiques constitutionnelles et les
anomalies génétiques acquises dues a des facteurs de stress externes.

D'un cOté, la génétique constitutionnelle a forte pénétrance pourrait suffire a la
cancérogenese. Ceci est bien décrit avec les mutations constitutionnelles dans les genes de
prédisposition aux cancers, comme les mutations de BRCA dans les cancers du sein [1]. De
I’autre coté du spectre, des facteurs externes bien connus comme le tabac ou I'exposition au
soleil sont peut-étre suffisants pour expliquer la carcinogenése du cancer du poumon ou du
mélanome.

Nous pensons que la plupart des cancers, peut-&tre méme tous les cancers, sont le
résultat d'une combinaison de mutations constitutionnelles de pénétrance variables et de
mutations acquises induites par des facteurs externes également d’impact variable. Le
vieillissement, avec I'accumulation de facteurs de stress externes associée a une génétique
de pénétrance faible a modérée, pourrait expliquer I'incidence accrue de cancers multiples
chez une méme personne avancant en age [2].

Pendant plusieurs décennies et la naissance de la génétique moderne appliquée a la
clinique, la génétique constitutionnelle a reposé sur des études de ségrégation familiale.
Plus récemment, elle s’est treés largement tournée vers des études faites sur de larges
populations (Genome Wide Association Studies, GWAS). Ces études identifient
généralement des polymorphismes plus ou moins nombreux, mais dont la valeur
fonctionnelle reste souvent inconnue, ce qui finalement en limite 1’utilité pour le soin au

quotidien.
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2. La génétique constitutionnelle
Les mutations dans les génes de prédisposition aux cancers, genes suppresseurs de tumeurs
ou oncogenes, perturbent leur fonctionnement et augmentent les risques de développer un
cancer [3]. Donc, il est essentiel de localiser ces génes et de comprendre leur
fonctionnement sachant que la transmission d’un génotype et d’un phénotype est tres
complexe avec des multiples facteurs qui interagissent entre eux [4, 5].
Au début, les études de segrégation familiale et les études cas-témoins ont permis
d’identifier des genes candidats de prédisposition aux cancers [6].
Les études de ségregation familiale visent a démontrer une prévalence supérieure du cancer
chez les apparentés du premier degré des personnes atteintes comparé a celle de la
population générale, et déterminer statistiguement le mode de transmission [7, 8]. Les
études de cas-témoins visent a déterminer les facteurs qui contribuent au développement du
cancer en comparant les personnes atteintes et exposée au facteur en question, avec celles
saines non exposées [9].
L’association génotype-phénotype dépend de la pénétrance des génes de prédisposition aux
cancers identifiés. La pénétrance correspond a la proportion des personnes avec un
génotype donné et qui ont le phénotype correspondant [10].
Les genes de forte pénétrance furent classiqguement identifiés par les études de ségrégation
familiale et les études cas-témoins. L’identification d’une région génomique precise chez
les personnes atteintes d’un cancer suggére une probabilité de présence d’un gene de
prédisposition au cancer dans cette région.
Cependant, il est admis que les mutations des génes de forte pénétrance ne sont
responsables que d’environ 5 a 10 % des cancers [11-13]. Le reste est d0 a une
accumulation d'événements génétiques et épigenétiques, avec 1’addition probable de

nombreuses mutations génétiques constitutionnelles de faible a moyenne pénétrance et

10
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d’anomalies génetiques acquises dues a des facteurs de stress externes [14, 15].Les génes
de faible pénétrance sont identifiés par des études d’association entre la présence du
variant et la maladie en comparant deux populations, celle avec un cancer et une
population contréle. Les alléles de faible a moyenne pénétrance sont a priori plus fréquents

dans la population générale que ceux a forte pénétrance [14].

Familles avec des cancers héréditaires

Certaines familles accumulent plusieurs cas de cancers en raison de facteurs
environnementaux communs, mais aussi a la présence de variants alléliques de génes de
prédisposition probable, ou peut-étre pour certains simplement par hasard si le cancer est
fréguent dans la population généerale.

Les études des populations supposent gqu’un géne de prédisposition au cancer est
identifiable par les antécédents familiaux et personnels de cancer, la clinique et 1’étude
épidémiologique. Et si 1’étude épidémiologique retrouve une augmentation de risque du
cancer associé a I’histoire familiale, des études de ségrégation sont menées pour identifier
les loci potentiellement concernés, le mode transmission, la fréquence et la pénétrance dans
la population générale ainsi que la pénétrance en fonction de I’age [16, 17].

L’étude des genes de prédisposition au cancer du sein, du colon et de la prostate a permis
la mise en place de criteres pour identifier les familles a risque (critéres de Johns Hopkins).
Il s’agit de familles avec trois membres ou plus de premier degré de parenté atteint d’un
cancer, trois générations successives avec des cas de cancer, ou au moins deux fratries avec
le méme cancer diagnostiqués avant 56 ans [18, 19]. Ces facteurs augmentent le risque

relatif individuel pour les membres de la méme famille [14].

11
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Les cartes de liens génétiques et les genes de prédisposition au cancer

Aprés avoir identifié les familles a risque du cancer, il faut obtenir I’ADN des sujets
atteints de cancer puis les cribler en utilisant des marqueurs de microsatellites
polymorphiques ou des SNP (single nucleotide polymorphisms) qui couvrent le génome
entier avec une densité élevée, ce qui est appelé 1’approche génome entier ou « Genome
Wide Scan». La question posée par cette analyse est celle d’identifier un segment
génétique hérité toujours en association avec un trait pathologiqgue comme le cancer. Le
succes de I’analyse dépend de la densité des marqueurs.

La carcinogeneése est le plus souvent multifactorielle avec des genes de forte pénétrance et
d’autre de moyenne a faible pénétrance, avec un effet de I’age, la transmission entre les
générations et le croisement maternel et paternel. Tous ces facteurs d’hétérogénéité rendent
les études des familles limitées [20]. 1l est possible de réduire I’effet de cette hétérogenéité
par les études des populations isolées ou la consanguinité est élevée, ce qui limite le
nombre de variants alléliques impligqués.

Les études de ségrégation familiale ont permis d’identifier des situations ou le phénotype
est contrélé par un nombre limité de génes comme par exemple les genes BRCA1/2 qui
sont responsables de la majorité des cancers du sein héréditaires [21]. Les génes de
prédisposition au cancer du sein BRCAL et 2 sont parmi les premiers a avoir été étudiés
chez un grand nombre de familles a risque élevé avec plusieurs membres qui partagent les
mémes caractéristiques pathologiques [22-25].

Gréace a ce type d’études, le géne MLH1 de réparation des mésappariements d’ADN (DNA
mismatch) a été identifié comme un des genes impliqués dans les cancers colorectaux
héréditaires sans polypose (HNPCC) [26]. Aussi, d’autres études importantes ont permis
d’identifier en Islande et chez des familles juives Ashkénaze des mutations

constitutionnelles de BRCAL dont 2 impliquées dans le cancer du sein héreditaire [27-29].

12
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Des recommandations internationales et nationales ont été mise en place afin de préciser

les genes a analyser dans les syndromes de prédisposition héréditaires (Tableaux 1, 2 et 3).

Tableau 1 : Lignes directrices du « National Comprehensive Cancer Network » pour la prise
en charge du cancer du sein et de I'ovaire en fonction du risque génétique et familial (Adapté

de [30]).

Gene

Breast cancer
risk management

Ovarian cancer
risk management

Other cancer
risk management

ATM

BRCA1

BRCA2

PALB2

TP53

CDH1

PTEN

BRIP1

CHEK?2

NBN

Increased risk

Annual mammography and breast
MRI starting at 40 years

RRS: based on FH

Increased risk

25-29 years, annual breast MRI
or mammogram

30-75 years, annual mammogram
and breast MRI

>75 years, based on IR

RRS: based on IR and FH
Increased risk

25-29 years, annual breast MRI
or mammogram

30-75 years, annual mammogram
and breast MRI

>75 years, based on IR

RRS: based on IR and FH
Increased risk

Annual mammography and MRI
starting at age 30 years

RRS: based on FH

Increased risk

20-29 years, annual breast MRI
30-75 years, annual breast MRI
and mammogram

>75 years, based on IR

RRS: based on IR and FH
Increased risk for lobular cancer
Annual mammogram and breast
MRI starting at age 30 years
RRS: based on FH

Increased risk

Annual mammogram with breast
MRI starting at age 30-35 years
or 5-10 years before earliest
breast cancer in family

>75 years, based on IR

RRS: based on IR and FH
Insufficient evidence

Increased risk

Annual mammogram and breast
MRI starting at age 40 years
RRS: based on FH

Increased risk

Annual mammogram and breast
MRI starting at age 40 years
RRS: based on FH

Potential increase in risk
with insufficient evidence

to recommend RRS

Increased risk

RRS: based on individual
risk and FH between 35-40

years

Increased risk

RRS: based on IR and FH

between 40-45 years

Insufficient evidence

No increased risk

No increased risk

No increased risk

Increased risk

Consider RRS at 45-50

years
No increased risk

Insufficient evidence

13

Insufficient evidence
for pancreas or prostate
cancers

Prostate, uterine
(possible)

Pancreas, prostate,
melanoma

Insufficient evidence

Neurological cancers,
colon, skin cancers

Diffuse gastric cancer

Endometrial cancer,
thyroid, colon, renal
cancer, skin cancers

Not available

Colon cancer

Insufficient evidence
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NF1 Increased risk No increased risk Malignant peripheral
Annual mammogram nerve sheath tumors,
from age 40 years GIST, others
and consider breast MRI
from 30-50 years
RRS: based on FH

STK11 Increased risk Increased risk Colon, stomach,
Annual mammogram and breast of non-epithelial cancers pancreas, cervix,
MRI starting at age 25 years Annual pelvic examination  uterine, testis, lung
RRS: based on FH and PAP smear
RAD51C Insufficient evidence Increased risk Not available
Consider RRS at 45-50
years
RAD51D Insufficient evidence Increased risk Not available
Consider RRS at 45-50
years
MLH1 Insufficient evidence, Increased risk Colon, uterine, others
MSH2 manage based on FH
MSH6
PMS2
EPCAM

MRI: Magnetic Resonance Imaging; RRS: Risk reduction surgery; FH: Family History; IR: Individual Risk.

L’approche du « Genome Wide Scan » est la base de 1’analyse de type « genome wide
association study » (GWAS). Elle utilise jusqu’a 1000 000 de marqueurs, et étudie un
grand nombre de sujets atteints de cancer et un grand nombre de sujets témoins. Elle
dépend de la distance qui sépare les loci du cancer et les marqueurs microsatellites en
recouvrant la totalité du génome, et leur ségrégation lors la recombinaison apres la méiose
cellulaire.

Plus un marqueur est proche d’un géne de prédisposition, plus la probabilité qu’ils se
ségrége ensemble est élevée, et donc que les 2 soient liés. Cette probabilité est estimé par
I’unité de mesure de centimorgan [31]. Sauf que pour cette probabilité reste significative a
< 0,05, il faudrait diminuer significativement la chance du hasard pour chaque marqueur
testé (p < 0,0000001). Donc, la méthode GWAS ne détecte que les événements génétiques
importants, une raison pour laquelle il faut inclure un grand nombre de sujets malades et
des sujets témoins dans I’analyse. Aussi, cette méthode nécessite un déséquilibre de liaison
génétique ou « linkeage disequilibrium » entre le géne en question et le marqueur
génotypé. Cependant les marqueurs utilisés sont des SNP fréquents, liés a des variants
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génétiques fréquents qui sont responsables d’environ 10 % de I’héritabilité, ce qui omet le

role des autres variants [32].
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Tableau 2: Recommandations du Groupe Cancer et Génétique et de I'Institut National du

Cancer francais concernant les analyses de panels de génes dans le cadre d'une prédisposition

héréditaire aux cancers du sein et de I'ovaire (Adapté de [33]).

Cytogenetic

Cumulate risk

Gene | . Penetrance Protein functions References
ocation of breast cancer
BRCA1 17921.31 High Repair of DNA double- 46 — 87 %
strand breaks using lifetime risk
homologous
recombination, cell cycle [34, 35]
control, maintaining of
genome integrity
BRCA2 13g13.1 High Repair of DNA double- 38 -84 %
strand breaks using lifetime risk [34, 36]
homologous '
recombination
PALB2 16p12.2 Moderate Partner of BRCA2 and 35 % at 70 years
regulator
of its stability and its [37. 38]
nuclear localization
TP53 17p13.1 High Transcription Factor, 80 % life-time
cellular cycle, apoptosis,  risk [39, 40]
senescence, DNA Repair  (premenopausal)
CDH1 16qg22.1 Moderate E-cadherin, cellular 39 -52 %
adhesion molecule before 40 years [41, 42]
(lobular cancer)
PTEN 10g23.31 High Tumor phosphatase 25-50 %
suppressor inhibiting lifetime risk
PI3K and MAPK [43, 44]
pathways
RAD51C 17922 Moderate Repair of DNA Not known
using homologous
recombination [45-48]
in interaction with
BRCAL/2
RAD51D 17912 Moderate Repair of DNA Not known
using homologous
recombination [49-51]
and maintaining of
telomere
MLH1 3p22.2 High Mismatch repair system  5-18 %
MSH2 2p21-pl6
MSH6 2pl16.3 Not known [52-57]
PMS2 7p22.1 Moderate
EPCAM 2p21 Partner of MSH2
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Tableau 3: Recommandations de dépistage ou de prévention pour les personnes porteuses de
mutations des genes analysés dans le panel du groupe Cancer et Génétique (Adapté de [58])

Breast Risk reduction surgery . .
Gene - i Gynecologic surveillance
surveillance Breast Pelvis
BRCA1 30 - 65 year, Prophylactic Before RRS:
BRCA2 annual MRI + annexectomy standard surveillance
mammogram (discussed fromthe  and no efficacious ovarian
(+/- Ultrasound) age of 40 years screening available *
After 65 years, and according
mammogram to mutations and FH
+/- Ultrasound of OC) **
PALB2 (Recommendatio ~ Prophylactic
CDH1 ns HAS 2014 * mastectomy Standard surveillance
and INCa (Recommendation
PTEN 2017*%) s HAS 2014 * and Standard surveillance
INCa 2017**) No specific If gynecologic lesions
gynecological of CD: MDC
TP53 Starting at 20 guidelines
years, If FH of OC: MDC
annual MRI + .
Standard surveillance
Ultrasound
(no systematic
mammogram)
RAD51C Prophylactic Before RRS:
RAD51D annexectomy standard surveillance
No specific (discussed from the  and no efficacious ovarian
breast age of 45 years screening to be proposed **
surveillance and according to FH
Tobeadaptedto oo of OC) _ _
MLH1 FH of BC Ovarian and/or Uterine surveillance
MSH2 according to uterine RRS according
MSH6 guidelines HAS To be discussed in to Lynch syndrome
PMS2 2014* MDC according guidelines
EPCAM to Lynch syndrome

guidelines

BC: Breast Cancers; OC: Ovarian Cancers; FH: Family History; CD: Cowden disease; MDC: Multidisciplinary Committee; RRS: Risk

reduction surgery.

* Recommendation of French Health Authority (HAS) 2014: French Breast cancer National screening program.
** © / Recommendation of French National Cancer Institute (INCa), April 2017.

Le séquencage de tous 1’exome ou (Whole Exome Sequencing) vient compléter la méthode

GWAS pour capturer I’ensemble des séquences codantes qui concentrent jusqu’a 85 % des

mutations potentiellement pathogénes [59].

Ces méthodes basées sur les SNP ne détectent pas les variants de grande tailles comme les

deélétions, les duplications et les variations de nombre de copies, ni les interactions gene-

environnement [60, 61]. Aussi, ces methodes ne peuvent pas prendre en compte

I’empreinte parentale, 1’épigénétique ou les interactions avec les micro-ARN [60, 62-66].

16



Diaddin HAMDAN - Theése de doctorat - 2021

L’analyse des liens génétiques utilise I’hybridation génomique comparative (CGH) et
permet d’identifier les gains et les pertes de matériel génétique dans la tumeur en le
comparant avec I’ADN normal et un ADN de réference afin de mesurer la différence
d’intensité de fluorescence qui correle avec le nombre de copies [67, 68]. Une autre
méthode est la puce (array) d’expression génétique qui analyse la différence de niveau
d’expression des génes dans la tumeur et dans un tissu normal, ce qui peut identifier des

genes impliqueés dans la carcinogenese et des voies de signalisation impliquées [69].

Les études d’association

Ces études analysent la présence d’une altération spécifique de I’ADN chez des sujets
atteins de cancer en comparaison avec des personnes en bonne santé pour déterminer si
cette altération est significativement plus fréquente chez les patients. Elles sont utilisées
pour étudier les genes candidats par une fonction, séquences ou positions, ainsi que les
genes de prédisposition identifiés dans les études de types GWAS.

Ces études peuvent utiliser des analyses de cohortes de sujets non atteints de cancer mais
exposes a un facteur de risque spécifique, pour estimer le risque relatif et absolu du cancer.
Elles peuvent aussi analyser des cas-témoins ou les patients et les sujets sains sont choisis
au sein de la méme population avec des caracteres similaires pour déterminer la prévalence
du facteur de risque en question dans la population.

Ces analyses doivent prendre en compte les différents biais potentiels tel que 1’age,
I’ethnicité ou le biais de rappel [14, 70-72]. L’association retrouvée entre le caractére en
question et la maladie étudiée doit &tre confirmé par des études fonctionnelles [73, 74].
Cependant, les différents types d’études génétiques mentionnées ci-dessus ne détectent pas
les variants rares (fréquence allélique < 0,5%) qui ont un effet moins fort que les variants

« hotspot » [75].
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3. Epidémiologie des cancers du sein et de la thyroide

Le cancer du sein est le premier cancer chez la femme avec 50000 nouveaux cas par an en
France, et un 4ge moyen de survenue a 65 ans (Figure 1) [76]. Les mutations des génes de
forte pénétrance, notamment BRCAL et BRCA2, ont été identifiées dans 30% des formes
familiales de cancers du sein [22, 23, 77]. En revanche, les genes de faible pénétrance sont
difficilement identifiables, jusqu’alors sur des études génomiques de populations a faible
risque de cancer, et leur valeur fonctionnelle demeure inconnue [78, 79].

Le cancer de la thyroide est moins fréquent chez la femme avec 5000 nouveaux cas par an
en France et un pic a 64 ans (Figure 1) [76]. Il existe des formes familiales de cancers
médullaires de la thyroide dans le cadre des néoplasies endocriniennes multiples (MEN2)
avec des mutations constitutionnelles de I’oncogéne RET. Et les formes familiales des
cancers non médullaires sont liées a des mutations dans des géenes de plus faible pénétrance
comme BRAF et RAS [80].

Figure 1 : Incidences des cancers du sein et de la thyroide selon I’Institut de veille sanitaire
(Adapté de [76]).
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4. Les associations des cancers du sein et de la thyroide

Ces deux cancers sont rares chez les femmes de moins de 40 ans, et plus encore leur
association chez un méme patient [76]. Les associations des formes non sporadiques sont
décrites dans les syndromes de Cowden et Cowden-like. L’incidence est estimée a
1:200000. Ces syndromes sont liés a une mutation constitutionnelle du géne suppresseur de
tumeur PTEN, ou a des variants des genes SDHx (Succinate déshydrogénase) ou KLLN
(killin, un inhibiteur de la réplication de I’ADN dépendant de p53) [9-13]. Les associations
de formes sporadiques pourraient étre liées a soit des interactions réciprogues entre les
voies de signalisation dépendantes des hormones thyroidiennes et celles dépendantes de
I’estradiol, et/ou I’exposition aux rayonnements ionisants : typiquement, la radiothérapie
mammaire favoriserait la survenue secondaire d’un cancer de la thyroide [81, 82]. Le
cancer du sein augmente le risque de survenue de cancer de la thyroide d’environ 50%
(risque relatif RR=1.55), peut-étre par irradiation de la thyroide lors de la radiothérapie
mammaire et sus-claviculaire dans le cadre du traitement de cancer du sein. Le cancer de la
thyroide augmente aussi le risque de cancer du sein d’environ 20% (RR=1.18). La raison
est moins évidente, peut étre liée en partie a la radiothérapie thyroidienne [81].

En dehors de ces deux types d’association, environ 10 % des patientes certaines patientes
développent des cancers du sein et de la thyroide sans facteur de risque connu, ce qui peut
étre expliqué par des genes de plus faible pénétrance non encore identifiés [83, 84].

L’idée de ce travail est née de la prise en charge de deux patientes de moins de 40 ans
ayant un cancer du sein et de la thyroide concomitants, ou ni la radiothérapie ni les
interactions hormonales ne peuvent expliquer la survenue concomitante de ces deux
cancers. En outre, il n’y avait pas d’argument pour un syndrome génétique constitutionnel
type Cowden. L’une des deux patientes avait également €été opérée pour une oncocytome

qui est une tumeur bénigne du rein.
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Nous avons fait I’hypothése chez ces deux patientes d’une carcinogenése commune liée a
des génes de plus faible pénétrance. J’ai alors décidé de réutiliser une approche
individuelle dont nous avions fait la preuve du concept dans notre laboratoire grace aux
nouvelles technologies appliquées a la génomique et a la transgénese. Ainsi, chez une
jeune femme atteinte d'un cancer du sein, d'un syndrome myéloprolifératif et d'une
polyarthrite rhumatoide sans syndrome génétique de prédisposition connu, en comparant
I’ADN du cancer du sein, ’ADN des cellules triées CD34 de la moelle et ’ADN
constitutionnel, une mutation constitutionnelle dans le gene MET ¢.2962C>T
p.Arg988Cystéine a pu étre identifiée. En utilisant la technologie CRISPR-Cas9, un
modele de souris transgéniques Kl pour cette mutation MET a été obtenu reproduisant une
myéloprolifération et des manifestations auto-immunes. Des facteurs d'exposition
cancérigéenes externes supplémentaire (UVB) étaient nécessaires pour le développement
accrus de cancers cutanés et thyroidiens chez ces souris [85].

Donc, le but de ce travail est d’explorer la génétique de faible pénétrance avec comme
exemple la carcinogenese des cancers concomitant de la thyroide et du sein non liée a un
syndrome de prédisposition connu en confirmant la pertinence d’une méthode basée sur
une approche individuelle qui permets de s’affranchir des limites des approches classiques

des études génomiques.
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MATERIELS ET METHODES

Patientes et échantillons tumoraux

Aprés avoir interrogé le registre de la tumorothéque de 1’Hopital Saint-Louis pour les
cancers de la thyroide pris en charge entre 1995-2015, nous avons identifié 1073 patientes
dont 41 (3,5%) ont eu un cancer du sein pendant cette méme période. Trente-deux cas
étaient des cancers métachrones et ont été exclus de ce travail, afin d’éliminer les facteurs
de risque environnementaux et surtout le role de la radiothérapie mammaire dans la
carcinogenése thyroidienne. Nous avons ainsi identifié 8 patientes (0,8%) avec un cancer

concomitant du sein et de la thyroide (Figure 2).

Aucune de ces 8 patientes ne répondait aux criteres cliniques de syndrome de Cowden.
Leurs données cliniques sont résumées dans le tableau 4. Quatre patientes avaient au moins
3 antécédents de cancers, sans association syndromique connue.

Figure 2 : Sélection des patientes.

Registre de la tumorothéque de Saint-Louis
Cancers de la thyroide n=1073
Entre 1998 et 2018

Cancers du sein associés

n=41(3,5%) —> n=32(2,9%)

Cancers du sein métachrones

\

n=28(0,8 %)

Cancers du sein concomitants
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Tableau 4 : Données cliniques.

. Cancer
Patiente Antec_edent Age au dela Cancer du sein Tume_grs
s familiaux diagnostic N associées
thyroide
Fibrome CClI, RE- RP- .
1PLU utérin 37 HER2+ Mélanome
Tumeur CCl, RE+ RP+
ZPARA cérébral 49 HER2- col
3 Cancer du 40 CCl, RE+ RP+ ein et ovaire
Madame S sein HER2-
Cancer du = CCl, RE- RP- .
4BRO sein 56 ‘=f HER?+ cutanée
Q.
&
Kyste CLI, RE+ RP+
20U ovarien 40 HER2- )
Cancer de CClI, RE- RP-
6MER ’estomac 43 HER2+ )
CClI, RE+ RP+
7LEG - 64 HER2+ -
8ROZ - 57 CCl, nd -

CCI : carcinome canalaire infiltrant, CLI : carcinome lobulaire infiltrant, RE : récepteur de 1’aestrogene, RP :
récepteur de la progestérone, HER2 : human epidermal growth factor receptor-2, nd : non disponible.

Parmi les 8 patientes, une (Madame S) avait une histoire personnelle étonnante de 6
cancers différents entre les ages de 39 et 70 ans (Figure 3). Et, malgré une histoire
familiale de cancer sur trois générations, incluant des cancers du sein, de I'ovaire, du colon
et de la thyroide, aucun syndrome de prédisposition au cancer n‘a été identifié chez elle, en

particulier les syndromes BRCAL1/2, Li-Fraumeni, Cowden ou HNPCC.

Conformément a la loi francaise de bioéthique (2004-800 ; 8 juin 2004), nous avons
informé toutes les patientes de l'utilisation a des fins de recherche d'une partie de leurs
échantillons restants apres I'établissement du diagnostic auquel elles ne s’étaient pas
opposées. Elles nous ont également donné son consentement écrit pour réaliser des études

génetiques identifiantes.
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Un total de 20 prélévements était disponible dans la tumorotheque de I'hdpital Saint-Louis
dont 17 fixés au formol pour les 8 patientes et 3 congelés de tumeurs du sein de Madame
S. L'ADN constitutionnel de Madame S a été également obtenu a partir de cellules
mononuclées du sang périphérique (Annexe 1).

Figure 3 : Arbre généalogique de la patiente Madame S qui a eu 6 cancers différents entre les
ages de 39 et 70 ans sans aucun syndrome connu de prédisposition au cancer.
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2. Microdissection laser et extraction d’ADN
Les 20 échantillons tumoraux ont fait 1’objet d’une microdissection laser avant extraction
d’ADN pour analyse pan-génomique. Le procédé permet I’enrichissement des échantillons
en cellules tumorales. La sélection des cellules tumorales se fait sous controle

microscopique [86]. Nous avons utilisé un systeme de type LMPC (Laser Microdissection
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and Pressure Catapulting, Zeiss Microlmaging, Munich, Allemagne), qui est constitué¢ d’un
microscope inversé associé a 1’utilisation d’un laser ultraviolet (UV-A pulsé, A=355 nm).

Le principe technique est le suivant : apres avoir réalisé des coupes de 10pum d’épaisseur et
délimité les zones de cellules tumorales, nous utilisons des lames histologiques spéciales
(Membrane Slides®), avec une membrane synthétique non adhérente a la lame, pour
optimiser le recueil des zones tissulaires micro-disséquées. Un laser permet le découpage
de la zone sélectionnée. En augmentant I’énergie et en dé-focalisant du plan d’action du
faisceau laser, la zone découpée est catapultée vers le capuchon d’un micro-tube contenant

20 pL de tampon ATL (tampon approprié¢ pour I’extraction d’ADN) (Figure 4).

Figure 4 : Principe de la microdissection laser. A: le systeme LMPC. B: les cellules tumorales
sélectionnées puis découpées avec précision (adapté de [87]).

L’ADN des cellules tumorales récupérées est extrait en utilisant le kit QIAGENO
QlAamp® DNA mini Kit (Qiagen, France). La premiére étape étant de détruire les
membranes cellulaires et les protéines du milieu en utilisant un tampon ATL (dissipe les
bicouches lipidiques des membranes cellulaires) associé a la protéinase K (digestion des

protéines et en particulier celles qui sont associées a ’ADN dans la chromatine). Suite a
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cette digestion enzymatique, le mélange est déposé sur une colonne de silice fournie avec
le kit qui va fixer les acides nucléiques apres centrifugation. Deux lavages suivis de
centrifugations sont ensuite appliqués (AW1 et AW2) afin d’éliminer les protéines et les
sels. Apres une élution et centrifugation en utilisant I’eau sans nucléases, nous avons
récupéré I’ADN. Puis nous qualifions et quantifions I’ADN extrait en mesurant
I’absorbance a 230, 260 et 280 nm. La pureté de I’ADN obtenu est définie par I’analyse
des rapports d’absorbances 260/280 et 260/230 selon les normes dans le tableau 5.

Tableau 5 : Pureté d’un échantillon d'ADN.

Ratio Valeur Indication de pureté
1,8 ADN pur
260/280 <18 Présence de protéines, phénol et autres contaminants
>1.8 Contamination ARN
1,8-22 ADN pur
260/230 ] N ) ]
<18 Contaminants co-purifiés (solvants, sel, contaminants organiques)

. La technologie OncoScan™ (Affymetrix©)

Dans la mesure ou nous disposions pour I’essentiel d’échantillons de cancers fixés en
formol et inclus en paraffine, notre choix de type d’analyse génomique a haut débit s’est
porté sur la technologie OncoScan™ (OncoScan CNV Plus Assay, ThermoFisher Corp.
Waltham, MA. USA) spécifiquement congue pour les tissus fixés en formol.

En effet, la fragmentation de I’ADN extrait des échantillons fixées en formol et inclus en
paraffine ne permet pas d’utiliser avec suffisamment de fiabilité certaines techniques
d’analyses génomiques qui nécessitent des fragments d’ADN d’au moins 1000 paires de
base [88, 89].

Le principe de la technologie OncoScan™ est le suivant (Figure 5). Elle utilise des sondes

avec une région de 20 paires de bases de chaque c6té complémentaire a I’ADN génomique
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d’intérét et une région centrale qui consiste en un marqueur unique a chaque sonde et 2

sites de primers universels dans toutes les sondes ainsi que 2 sites de coupure.

Figure 5 : Principe de la technologie d’OncoScan™ (adapté d’Affymetrix®).

Genomic Genomic
homology PCR primer PCR primer homology
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La sonde est faite d'une maniére a délimiter apres hybridation a I’ADN un gap entre les 2

extrémités qui correspond a une mutation ponctuelle ou un SNP (Single Nucleotide
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Polymorphism) d'intérét. L'ADN polymérase comble le gap avec le nucléotide
complémentaire puis une ligase lie les nucléotides pour circulariser la sonde qui devient
résistante a I'exonucléase. L'exonucléase dégrade les sondes non circulaires et I'ADN
génomique. Puis la sonde est coupée pour libérer les sites des primers universels et
amplifier, avec une PCR, la région cible. Ensuite, le marqueur est libéré en coupant au site
de coupure n° 2 puis il s’hybride avec des séquences complémentaires sur une puce et il est
réveélé grace a la biotine couplée a un fluorophore.

Cette technique peut détecter 74 mutations "hot-spot” fréquentes localisées dans 9 genes
fréguemment impliqués dans les processus carcinogénétiques (BRAF, KRAS, EGFR, IDH1,
IDH2, PTEN, PIK3CA, NRAS et TP53). Elle peut également analyser 200 000 SNP, des
variations de nombre de copie des genes ainsi qu'une LOH (Loss Of Heterozygoty) ou
« perte d’hétérozygotie » dans tout le génome [90]. Nous avons précédemment montré la
fiabilité de cette méthode pour identifier une altération génomique sur des échantillons de
tissus fixés au formol et inclus en paraffine [85, 91].

Nous avons donc analysé et comparé les données des 17 échantillons a la recherche d’une
anomalie génétiqgue commune aux cancers du sein et de la thyroide et aux 8 patientes en

utilisant le logiciel Nexus-7 (BioDiscovery Inc. EI Segundo, CA. USA).

. Recherche de microsatellites et sequencage Sanger

Pour confirmer les résultats obtenus avec la technique OncoScan™ nous avons choisi
I’analyse des microsatellites et le séquencage des régions d’intérét pour confirmer les
résultats d’OncoScan™ et analyser les possibles variants génomiques. Les microsatellites
sont des séquences non-codantes d’ADN de 1 a 6 nucléotides qui se répetent 10 a 60 fois.
Leurs longueur est unique pour chaque personne et elles sont utilisées pour cartographier

les génes [92].
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A T’aide de D'outil d’analyse du génome de I’universit¢ de Californie — Santa Cruz
disponible en ligne, nous avons choisi les marqueurs microsatellites correspondants aux
régions trouvés en OncoScan™.

Nous avons commencé par tester les microsatellites sur un ADN de contréle de la lignée
cellulaire BT474 de cancer du sein, puis sur I’ADN normal de lymphocytes périphériques
de sujets sains. Puis, on a amplifié le fragment d’ADN en question par PCR puis verifié les
produits de PCR sur un gel d’électrophorése. Nous avons réalise une expérience de
contréle avec un microsatellite du géne VHL.

Pour le séquencage, nous avons choisi la méthode Sanger. Le séquencage Sanger reprend
les mémes principes que la PCR mentionnées ci-dessous avec une étape de purification du
produit de PCR avec le réactif ExoSap® (ThermoFisher©) qui contient un exonucléase
pour cliver les amorces non utilisées, et une phosphatase alcaline pour déphosphoryler les
nucleotides non utilisées pendant la phase d’élongation de la PCR. Et il faut rajouter des
didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP) en plus au mix de la PCR contenant des
désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP), des amorces spécifiques de notre géne
d’intérét et la polymérase thermostable Taq. Les ddNTP étant en moindre quantité que les
dNTP, I’incorporation aléatoire des ddNTP dans la chaine d’ADN naissante arréte son
¢longation car elles ne posseédent pas de groupement 3°’OH dans leur sucre (Figure 6).

Nous obtenons des fragments d’ADN de tailles différents en fonction de nombre de ANTP
incorporées avant la mise en place d’'un ddNTP. Puis nous avons utilis€ un séquenceur
pour classer les fragments en fonction de leurs tailles. Chaque type de ddNTP (Adenine,

Thymine, Cytosine et Guanine) est marqué par un traceur fluorescent different.
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Figure 6 : Séquencage de type Sanger.

Simple brin dADN en
cours de synthése

1 1
o o! o
TP L I nton
IATP, dgrip\l aere | HOTHT0h1BRhEC
QALY o - \
ATP, » ’ L __0" oo LO‘?ASE
Résidu pyrophosphate de k_l
a synthése gg@
o
dNTP HO—P—0-P-0—P=0, s aepploes
dATP, dTTP, , dGTP - 7 R ) parm
o0 0 0 [,o,?“se Fa oyt de O,
v '/ en général et dans le
/ sequengage
&
0O 0 o0 2
HO-P—0-P—-0-PL0
ddNTP PR
ddATP, ddTTP, , ddGTP O O e 110‘_1 ;
’ \ Absence de liaison

axygéne-* qui blogque
la synthése de F'ADN,

&

(http:/lwww.oezratty.net/wordpress/2012/technologies-sequencage-genome-humain-3/)

L’analyse de la taille des fragments et la détection de ces traceurs permettent d’obtenir
I’ordre des nucléotides dans notre fragment d’intérét précédemment amplifié¢ par la PCR de

marquage et donc la séquence.

. Analyse génomique par séquencage de nouvelle génération

Nous avons choisi de combiner la méthode d'hybridation génique OncoScan™, dédiée aux
échantillons fixés au formol et inclus dans la paraffine et capable d'identifier de grandes
régions de perte d'hétérozygotie (LOH), avec le NGS adapté aux échantillons congelés
mais limité dans la détection de grandes régions de perte de matériel. Nous avons analysé

les 17 prélévements.
Le sequencage de nouvelle génération NGS

Pour le NGS, la préparation des librairies, la capture d’exomes, le sequencage et I'analyse

des données ont été effectués par IntegraGen® (IntegraGen SA, Evry, France). L'/ADN
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génomique est capturé a l'aide du systéeme d'enrichissement de I'exome Twist Human Core
(Twist Bioscience, IntegraGen Custom) [93].

La capture, I'enrichissement et I'élution des séquences sont réalisés conformément aux
instructions et aux protocoles du fabricant (Twist Bioscience Co. San Francisco, CA, USA)
sans modification, a I'exception de la préparation de la librairie réalisée avec le Kit
NEBNext® Ultra I (New England Biolabs® Inc. Ipswich, MA. USA). Pour la préparation
de la librairie, 150 ng d'’ADN génomique sont fragmentés par sonication et purifiés pour
produire des fragments de 150-200 pair de base. Des oligonucléotides adaptateurs « paired-
end » du kit NEB sont ligaturés sur les fragments réparés a queue d’A, puis purifiés et
enrichis par 7 cycles de PCR. Cing cents nano-grammes de ces librairies purifiées sont
ensuite hybridées a la librairie de capture d'oligo-sondes Twist (Twist oligo probe capture
library ) pendant 16 heures dans une réaction en singleplex. Aprés I'hybridation, le lavage
et I'élution, la fraction éluée est amplifiée par 8 cycles de PCR, purifiée et quantifiée par
gPCR afin d'obtenir suffisamment de fragments d’ADN pour les utilisations ultérieures.
Chague échantillon d’ADN enrichi et élué est ensuite séquencé sur un lllumina NovaSeq®
en tant que « Paired End » 100 reads. L'analyse d'images et I'appel de bases sont effectués

a l'aide d’lllumina Real Time Analysis® avec les parametres par défaut.

Analyse bioinformatique

L'appel de base est effectué en utilisant le pipeline de séquence du logiciel Real-Time
Analysis (2.7.7) avec les parametres par défaut. Les « reads » de séquence sont alignés en
utilisant le génome humain (hg38/GRCh38) a l'aide de I'outil Burrows-Wheeler Aligner

(BWA).
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Les « reads » en double (par exemple, les « reads » « paired-end » dans lesquelles 'ADN
inséré a un début et une fin identiques dans le génome humain) sont supprimées (outils
sambamba).

Pour identifier les altérations génétiques, les variations mononucléotidiques (Single
Nucleotide Variation, SNV) et les petites insertions/délétions (jusqu'a 20 pb), I'appel de
variants est effectué via les outils du « Broad Institute » : GATK Haplotype Caller GVCF
(3.7) pour I'ADN constitutionnel, et MuTect (2.0, --max_alt_alleles_in_normal_count=2 ; -
-max_alt_allele_in_normal_fraction=0.04) pour 'ADN somatique.

Un post-traitement propre a IntegraGen® est appliqué pour identifier les mutations
somatiques qui correspondent davantage a des artefacts, et les mutations constitutionnelles.
Seules les mutations somatiques considérées comme PASS ou t_lod_fstar avec un score
somatique d'au moins 1 sont retenues. Le score somatique est calculé pour chaque
mutation, allant de 1 a 30, un score de 30 indique l'indice de confiance le plus éleve. Ce
score prend en compte le nombre et la fréquence des alleles mutés dans les différents
échantillons afin d’affiner ’identification des variations. Enfin, les mutations ayant un
score QSS inférieur a 20 et une fréquence de variant allélique (VAF) dans la tumeur moins
de 0,02 sont éliminées.

Le logiciel d'Ensembl VEP (Variant Effect Predictor, version 87) est utilisé pour affiner
également I'annotation des variants, déterminer leur effet sur les transcrits et les protéines
correspondanets, et prédire leurs conséquences fonctionnelles. Il utilise les bases de
données suivantes : NCBI-dbSNP (dbSNP147), 1000 Genomes Project (1000G_phase3),
Exome Variant Server (ESP6500S1-VV2-SSA137), Exome Aggregation Consortium (ExXAC
r3.0) et la base de données propre a IntegraGen®.

En ce qui concerne les variants missens, deux outils de prédiction bio-informatique de

pathogénicité sont utilisés : SIFT (SIFT.2.2) et PolyPhen (2.2.2). Ces 2 outils aident a
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déterminer le score de qualité de chaque variant, son statut homozygote/hétérozygote, le
nombre de «read » de l'allele variant et la présence du variant dans la base de données
COSMIC (version79).

Pour étudier les aberrations du nombre de copies génomiques (Copy number aberrations,
CNA), le logiciel de Bioconductor DNA Copy (DNA copy 1.32.0) est utilisé pour
comparer les données d'exome d'un ADN normal a un pool d'échantillons de référence.
L'algorithme de segmentation binaire circulaire (circular binary segmetation, CBS) pour
segmenter les données de nombre de copies d'/ADN est utilisé. Toutes les modifications
sont annotées avec le catalogue de la base de données des variants génomiques (database
of genomic variants, DGV) afin de fournir un résumé complet de la variation structurelle
du génome humain.

Pour étudier la fréquence de l’allele B (B-allele frequency, BAF), le logiciel de
Bioconductor DNA Copy (DNAcopy 1.32.0) a éte utilisé avec les fréquences des alléles
mutés des SNV connus dans le 1000 Genomes Project. L'algorithme de CBS a été mis en

ceuvre pour segmenter les données BAF.

Immunohistochimie de la protéine PRAME

Une méthode automatisée d’immunoperoxydase (Discovery/Roche/Basel/Suisse) utilisant
un anticorps humain monoclonal anti-PRAME de lapin (clone QR005, Quartett, Berlin,
Allemagne) (C-P003-05) [94-96], et un anticorps anti-PS100 (GA504, agilent, Santa clara,
USA) a été réalisée sur des coupes de tissus de 5 um d'épaisseur des 3 échantillons de
cancers du sein de Madame S. L’anticorps anti-PRAME est dirigé contre 1’ « epitope
signature tag ».

Le contrble négatif était I'absence de marquage par l'anticorps des cellules normales, et le

contréle positif était un échantillon de mélanome positif pour PS100 et PRAME.
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Pour toutes les coupes, les cellules exprimant PRAME ont été comptées sur cing champs
différents avec un grossissement de x400. Un microscope ProvisAX70 (Olympus, Tokyo)
avec un oculaire a grand champ numéro 26,5 a été utilisé, fournissant une taille de champ
de 0,344 mm? au grossissement x400. Seules les cellules tumorales avec un cytoplasme
coloré ont été considérées comme positives. Pour chaque champ, 100 cellules tumorales
ont été analysées. Le pourcentage de cellules exprimant PRAME correspondait au nombre
de cellules positives parmi ces 100 cellules tumorales. Les résultats ont été exprimés en
tant que moyenne + erreur standard de la moyenne (standard error of the mean, SEM). Un
minimum de 5 blocs de chacun des cancers du sein et de la thyroide de Madame S ont été

testé.

. Quantification de I'expression de PRAME par RT-ddPCR

Aprés une microdissection laser a l'aide du kit RNeasy-Mini-Kit (Qiagen, France) des
cellules tumorales des cancers du sein de Madame S et des cellules de mélanome de
contréle, I'ARN total a été extrait de ces cellules. Ensuite, il a été quantifié en utilisant RT-
ddPCR (reverse transcription digital droplet polymerase chain reaction) et qualifié sur
I’automate d'électrophorése Bio-RadExperion™ (BioRad, France).

La transcription inverse et I’amplification ont été faite a I'aide du kit One-Step RT-ddPCR
Advanced Kit for Probes (BioRad, France). Les réactions RT-ddPCR ont été réalisées a
I'aide du systéme de flux de travail QX100 Droplet Digital PCR (BioRad, France). Un
échantillon vierge sans ARN a été inclus, et les expériences ont été réalisées en triplicate
pour le géne PRAME et les 2 génes de ménage TBP et GAPDH.

Le mix contenait 20 ng d'ARN provenant de cellules microdisséquées, 10 uL. de super mix
RT-ddPCR 2xOne-Step (Bio Rad), 1 uL de sondes PRAM1 [Hs00738098 m1 FAM] (Life
Technologies, Foster City, Etats-Unis) et 1 pL des génes de référence TBP et GAPDH

[Hs99999910 m1 Hex] (Life Technologies, Foster City, Etats-Unis) en multiplex dans
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chaque puits. Le volume final de la réaction était de 20 pL. Les gouttelettes ont été
générées par un genérateur de gouttelettes QX200, et les données ont été collectées par le

lecteur de gouttelettes QX 100 (BioRad, France).
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RESULTATS

Un prélevement fixé en formol des cancers du sein et de la thyroide pour chacune des 8
patientes a été obtenu. Pour la patiente Madame S, un prélevement fixé en formol de la
tumeur du rein, 3 prélévements congelés des différents cancers du sein ainsi que de I’ADN

constitutionnel des cellules mononuclés du sang ont été ajouteés pour analyse.

. Données d’OncoScan™ et identification d’événements génétiques

La technique d’OncoScan™ donne un score de probabilité pour chacune des mutations
testées. Selon les recommandations, la probabilit¢é d’une mutation est élevée lorsque le
score est >9. Nous avons donc retenu les scores répondant a ce critere.

Dans un premier temps, chez nos 8 patientes, je n’ai retrouvé aucune mutation commune a
I’ensemble des 17 échantillons fixés en formol. En particulier, aucune mutation du gene
PTEN n’a été retrouvée dans aucun des échantillons, confirmant I’absence de syndrome de
Cowden pour nos patientes.

Dans un second temps, plusieurs mutations "hot-spot" ont été identifiéees :

* p.V60OE c.1799T>A du gene BRAF dans 2 échantillons de cancer de la thyroide (soit
20% des échantillons ce qui correspond a la fréquence a laquelle cette mutation est
retrouvée dans les cancers de la thyroide)

* p.H179R c.536A>G du géne TP53 dans un échantillon de cancer de la thyroide

e p.H1047R ¢.3140A>G du gene PIK3CA dans un échantillon de cancer du sein

Ces mutations ont été déja décrites dans les cancers de la thyroide et du sein [97, 98].
Ainsi, la présence de ces mutations pourrait étre considérée comme un contrdle interne de
la technique OncoScan™.

Concernant les variations de nombre de copies, et en analysant toujours les données des 17
échantillons des 8 patientes, j’ai retrouve 2 régions communes a plusieurs échantillons et
si¢ges d’une anomalie du nombre de copies. La premiére correspond & un gain du nombre
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de copies du géne GSTT1 (glutathion S-transférase théta 1) sur le chromosome 22 dans 10
des 17 prélévements (Figure 7). Le géne GSTT1 code pour une enzyme de détoxication qui
protege contre le dommage oxydatif. Sa délétion augmente la probabilité de survenue de
cancers, lui conférant un réle du gene suppresseur de tumeur [99-103].

Figure 7 : Gain de nombre de copie du géne GSTT1 avec la technologie OncoScan™ dans 10
prélevements sur 17 des cancers du sein et de la thyroide.
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La deuxieme correspond a un gain du nombre de copie du géne CSMD3 (CUB and Suchi
Multiple Domaine 3) sur le chromosome 8 dans 6 couples de cancers sein-thyroide (Figure
8). Le géne CSMD3 aurait également une fonction de suppresseur de tumeur apres analyse
de la littérature [104-106].

Ainsi, le gain de matériel génétique de ces deux genes n’expliquant pas la carcinogenese
de nos cancers du sein et de la thyroide, nous avons préféré ne pas continuer dans ces
Voies.

De plus, j’ai identifié que 2 différents régions du chromosome X quasiment identiques

chez 5 patientes parmi les 8, ont subi essentiellement des pertes de matériel (Tableau 6).
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Figure 8 : Gain de nombre de copie du géne CSMD3 avec la technologie OncoScan™ dans 10
préléevements dans 6 couples de 8 des cancers du sein et de la thyroide.
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Tableau 6 : Les 2 régions du chromosome X affectées par une perte ou un gain du matérielles
chez 5 des 8 patientes.

Chromosome Région Cytobande Génes Cancer"de la Cancgr du
thyroide Sein
3 3 LOH - 1 perte NC 3 LOH
X (5 Pts/8) 177 942 — xxx p22.33 16 3 gains NC 3 gains NC
5 LOH
X (5 Pts/8) 61 732 394 — xxx gql1.1 11 1 gain NC 5LOH

Pts: patientes, LOH: loss of heterozygosity, NC: nombre de copie

Dans un troisieme temps, nous avons analyseé les tissus de la patiente Madame S, qui a eu
de multiples cancers sur une période de 30 ans sans syndrome connu de prédisposition aux
cancers ; nous avons analysé avec OncoScan™™ ses trois échantillons fixés au formol (un
cancer du sein, de la thyroide et 1’oncocytome du rein). En utilisant un seuil de 9 pour le
score de probabilité de mutation, je n’ai pas trouvé de mutation hotspot dans le panel de
geénes testés. Des altérations du nombre de copies ont été retrouvées et sont dans I’annexe
2. Parmi ses altérations, j’ai identifié deux régions de perte d'hétérozygotie (LOH)
communes aux trois échantillons de tumeurs et peuvent donc étre considérées comme des

anomalies constitutionnelles : 4p21.3 - q22.1, et 22911.1 - q11.23 (Figure 9 et Tableau 7).
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Figure 9 : Les deux régions de LOH des chromosomes 4 et 22 dans les échantillons de
tumeurs du sein, de la thyroide et de I'oncocytome de Madame S en utilisant OnscoScan™,
avec les genes correspondants et leur classification fonctionnelle (Représentation selon [107]).
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Tableau 7 : Régions de LOH trouvées dans 3 échantillons fixés au formol de tumeurs du sein,
de la thyroide et du rein de la patiente a multiple antécédents de cancers (Madame S)
analysés par OncoScan™.

Chromosome Région Génes Cytobands
4 86 482 894- 89 165 405 60 4p21.3 -q22.1
22 16 054 713 - 24 341 388 416 22g11.1-qg11.23

La LOH du chromosome 22 correspond a la région impliquée dans le syndrome de délétion
22q11.2, qui comprend 416 génes dont plusieurs génes a potentiel cancérigene :

BID, PRAME, CRKL, P2RXL1, MAPK1, BCR, RGL4, SMARCB1, HIRA, CDC45L, SEPTS5,
RANBP1, CRKL et AIFM3.

Bien que notre patiente ait une LOH importante de 8,3 Mb comprenant la délétion typique
de 22g11.2, elle ne présentait aucun symptéme clinique typique de la délétion

22q11.2/syndrome de Di-Georges.

2. Les microsatellites et le séquencage Sanger

Ensuite, j’ai voulu confirmer la LOH du chromosome X trouvé avec d’OncoScan™ en
utilisant les marqueurs microsatellites, mains je n’ai pas eu le signal attendu. Le
séquencage Sanger s’est avéré aussi difficile a réaliser a cause de la position pseudo-
autosomale de cette LOH, région qui subit une forte recombinaison [108, 109].

Malgré ces premieres difficultés, les résultats de cette partie du travail semblent montrer
que la faible probabilité d’avoir une région génomique instable commune aux différentes
patientes sans syndrome connu de prédisposition au cancer permet de mettre I’hypothése
qu’il s’agirait plutdét d’une anomalie constitutionnelle impliquée dans la carcinogénése
commune des cancers du sein et de la thyroide de nos patientes.

Je compte continuer de travailler sur cette région, et contourner les difficultés liées a son

analyse génétique.
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3. Le séquencage de nouvelle génération
A ce stade, j’ai néanmoins décidé de me concentrer sur 1’analyse des 3 échantillons des
différents cancers du sein et de I’ADN constitutionnel de Madame S qui a une histoire
personnelle de multiples cancers sans syndrome connu de prédisposition aux cancers.
Les données de sequencage de nouvelle génération ont été analysées a l'aide des outils en
ligne Sirius™ et Mercury™ d’IntegraGen®.
Nous avons d'abord analyse I'ADN constitutionnel et trouvé cing régions de pertes de
nombre de copies (nombre de copies calculé < 2) sur le chromosome 22 dont la longueur
additive de plus de 8 Mb (15 528 649 - 21 213 133) correspondait plus ou moins a la LOH
(16 054 713 - 24 341 388) identifiée a l'aide d'OncoScan™ (Figure 10 et Tableau 8).
Il 'y a plus que 400 genes dans cette région de 8Mb, certain sont trés impliqués dans la
carcinogenese comme MAPKZ1, BID, BCR.

Figure 10 : Régions de pertes du nombre de copies sur le chromosome 22 de I'ADN
constitutionnel (15 528 649 - 21 213 133) identifiées a I'aide du NGS qui correspondent plus
ou moins au LOH (16 054 713 - 24 341 388) identifié a I'aide d'OncoScan™ (Représentation
selon [107]).
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Tableau 8 : Régions de perte de nombre de copie sur le chromosome 22 de ’ADN
constitutionnel dans les échantillons de tissus congelés analysés par NGS.

Début fin Cytobande Nombre de copies
15528649 18176794 1.92
18528128 18530357 1.06
18608974 21208211 gl1.1-ql1.21 1.98
21208646 21208840 0.73
21209062 21213133 1.8

L’analyse de cette région n’a pas montré¢ de mutation dans les génes impliqués dans les
syndromes connus de prédisposition au cancer.

Ensuite, j’ai analysé les profils des variants constitutionels et somatiques (Tableaux 9, 10,
11 et 12, et Figure 11) en utilisant trois bases de données (1000 Genomes, GenomeAD et
Kaviar) avec un seuil de fréquence inférieur ou égal a 0,1 % pour éliminer les
polymorphismes.

J’ai ensuite identifié deux mutations génétiques constitutionnelles potentielles avec une
fréquence <0,5% dans la population : ¢.1450-22T>G de MICALS3 (Microtubule Associated
Monooxygenase, Calponin And LIM domain Containing 3) et ¢.70C>G de PRAME
(PReferentially expressed Antigen in MElanoma) (Tableau 13). Comme le variant de

MICALZ3 était intronique, nous avons choisi de nous concentrer sur PRAME.
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Tableau 9 : Les variants constitutionnels a fort impact et une fréquence < 0,1 % chez la
patiente Madame S en utilisant les bases de données 1000 Genomes, GenomeAD et Kaviar.

Geénes Chr Typ_e de Variant Génotype Mutation
variant Tester

SULT6BL 2 NM_00103237-7.1:C.288+1de| AC/A
NM_001267550.2:¢.15346C>T N

TTN 2 N p.Arg5116Ter G/IA

ALDHILL 3 NM_012190.3_:C.2082+1G>T C/A
NM_001184720.1:c.487del

GYG1 3 N p.Asp163ThrfsTer5 TGIT
NM_018268.3:¢c.219 220del

WDR41 5 N p.Glu75LysfsTer25 ccT/C
NM_001206927.1:¢c.1336G>T

DNAHE 6 p.Glud46Ter GIT *

RPSEKB2 11 NM_003952.2_ZC.240+1G>C G/C
NM_153364.3:¢.342_343del

FAM7IC 12 | p.Leull5ArgfsTer4d5 ATC/A
NM_001146197.2:¢.16123dup

CCDC168 13 | p.11e5375AsnfsTer40 AIAT

NM_006437.3:c.3388C>T
PARP4 13 N p.Arg1130Ter G/IA *

NM_001158.4:c.1884del
p.Phe629LeufsTerll

aoc2 17 W NIM_009590.3:c. 1965l ACIA

p.Phe656L eufsTerll

NM_001008401.3:¢c.1308del
zNFrer 19 M p.Asn436LysfsTer128 ATIA

[l Frameshift, Région d’épissage (accepteur et donneur), JGain de stop. MutationTester: * Disease
causing automatic.
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Tableau 10 : Les variants somatiques a fort impact identifiés dans le cancer du sein gauche de
la patiente Madame S en utilisant les bases de données 1000 Genomes, GenomeAD et Kaviar.

Geéne Chr Typ_e de Variant de protéine Génotype  VAF BAF Mutation
variant Tester
NM_020950.1:¢c.2957C>A
KIAA1614 1 || p.Ser986Ter C/A 35.48 40.53 8§
YTHDE? 1 NM_0011728_28.1:C.1567deI AG/A 4063 4053
NM_017750.3:c.1685 1688del
RETSAT 2 [ | p.Tyr562Ter CAGAT/C 248 40.71
NM_001272069.1:¢.118C>T
ABHD10 3 [ | p.GIn40Ter C/T 43.94 42.43 *
NM_001099952.2:¢.6985 6988de
ITPR1 3 || p.Leu2329Ter TCTAA/T 20.37 45.11
NM_133636.3:¢.1315G>T
HELQ 4 | 0.Glu439Ter C/A 18.25 40.57 *
NM_053042.2:¢c.2188del
ZNF518B 4 B p.Asp730MetfsTer42 TC/T 23.08 40.57
NM_032119.3:¢.7669C>T
ADGRV1 5 [ ] p.GIn2557Ter C/T 15.98 40 *
NM_198507.2:c.3G>A
FAM174A 5 p.Met1? G/A 1759 40 8
CRYBG1 6 NM_001624.3_:C.4915-1G>A G/A 17.98 41.19
NM_001007531.2:c.58C>T
NM_138694.3:¢c.11074C>T
PKHD1 6 [ | p.Arg3692Ter G/A 31.05 41.19 *
NM_001318047.1:c.58C>T
LAMB4 7 [ | p.GIn20Ter G/A 18.85 40.36 §
NM_001160223.1:¢.124T>G
RNF170 8 [ p.Tyr42Asp A/C 579 - *
MRC1 10 NM_002438._3:C.61+1G>A G/A 1923 402
NM_016628.4:¢.1903G>T
WAC 10 [ | p.GluB35Ter G/T 15.07 40.2 8
NM_004292.2:¢c.1150C>T
RIN1 11 [ ] p.GIn384Ter G/A 39.41 40.69 *
MMP17 12 NM_016155.E§:C.706+lG>A G/A 9.86 4547
NM_001301036.1:¢.1009C>T
TMCC3 12 [ ] p.GIn337Ter G/A 34.12 44.36 8
NM_001376.4:¢.9693_9694ins
DYNC1IH1 14 [ | p.Lys3232AspfsTer16 G/G..27b..A 6.93 46.48
NM_022789.3:c.15dup
NM_001301025.2:¢.2308C>T
TJP1 5 N p.Arg770Ter G/A 33.08 40.95 *
CDH1 16 NM_001317186.1:¢c.-500+1G>T /T 4912 2752
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NM_001287529.1:¢.811-7_811del

N 2-271,
MFSD12 19 NM_174983.4:0.838.7 g3sdel ACCTGTGGG/A 1771 40.15
?-280
NM_001008727.3:¢.913del
ZNF121 19 [ | p.lle305SerfsTer27 AT/A 16.58 40.15
MACROD? 20 NM_00135166_1.1:c.47-1G>A G/A 4043 45.86
T NM_001199505_.1:c.1376-1G>A G/A 5 B
NM_001098527.2:c.228G>A
RFPL2 22 1 p.Trp76Ter c/T 18.06 40.82 *
NM_177948.2:¢.712C>T
ARMCX3 X || p.GIn238Ter Cc/T 19.42 - 8
NM_153252.4:¢.275del
BRWD3 X M p.Pro92LeufsTer7 AG/A 3801 -
NM_203408.3:c.784C>T
Fam4ara - x N p.Arg262Ter G/A 187 - §
NM_001185063.2:c.94C>T
ZNF75D X [ | p.GIn32Ter G/A 4229 - *

Il Gain de stop, [l Frameshift, Il Région d’épissage (accepteur et donneur), Perte de start, [ | Variant
intronique. MutationTester: * Disease causing automatic, § Disease causing.
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Tableau 11 : Les variants somatiques a fort impact identifiés dans le cancer du sein droit de
la patiente Madame S en utilisant les bases de données 1000 Genomes, GenomeAD et Kaviar.

Geéne Chr Typ_e de Variant de protéine Génotype VAF BAF Mutation
variant Tester
NM_006015.5:¢c.2404C>T
ARID1A 1 N p.GINg02Ter CIT 6.12 29.23 *
EAP 5 NM_004460.4_:C.1451-1G>A cIT 18.1 4084
NIT2 3 NM_020202.4:c.7+2dup GIGT 431 4559
NM_000925.3:¢.377C>G
[ | p.Serl26Ter,
*
PDHB 3 NM_001315536.1:¢.323C>G G 82 332
| p.SerL08Ter
NM_015103.2:c.3117_3118dup
PLXND1 3 ] 0.Ala1040GlyfsTerg2 G/GCC 5.84 45.59
NM_001145674.1:c.2140del
N p.Arg714AlafsTer37,
NM_001270771.1:¢c.2728del
NM_021069.4:c.2428del
H p.Arg810AlafsTer37
NM_001290033.1:¢.568 569dup
NM_001160224.1:¢c.126T>G
RNF170 8 H 0.Tyrd2Ter AIC 2.26 45.33 *
NM_015397.3:c.1325C>A
NM_001081.3:¢.9335del
CUBN 10 [ | p.Phe3112SerfsTer10 GA/G 16.44 42.66
NM_001286577.1:¢c.6142C>T
C2CD3 11 || p.GIn2048Ter G/A 2.55 32.43 *
NM_001146335.2:¢.935del
[ | p.Pro312LeufsTerl4,
SLC6A15 12 NM_1827675:¢.1256del AG/A 22.38 45.62
H 0.Pro419LeufsTer14
NM_001100607.2:c.1123A>T
NM_006738.5:c.3181C>T
AKAP13 15 N p.GIn1061Ter CIT 3406  32.03 *
NM_017879.2:c.186_199del
ZNF416 19 N 0.Leu63GlyfsTer9 A.13b.TIA 2638 45.6
SYCP2 20 NM_014258.3_:C.1405-1G>A cT 9.09 4239
NM_001326420.1:¢c.665-9_700del
Ny 2-234,
Pt 22 NIM_001326419 1:c.743-9_778del 1-440-G/IT 487 4224
N 2-260

i Gain de stop, ] Frameshift,
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MutationTester: * Disease causing automatic, § Disease causing.

Tableau 12 : Les variants somatiques a fort impact identifiés dans la rechute du cancer du
sein gauche de la patiente Madame S en utilisant les bases de données 1000 Genomes,
GenomeAD et Kaviar.

Typ-e de Variant de protéine Génotype VAF BAF Mutation
variant Tester

NM_001319837.1:¢.1982_1983ins
[ | p.Glu661AspfsTer3s,

NM_001319838.1:¢.1223 1224ins
p.Glu408AspfsTer38,

NM_001328124.1:c.1448_1449ins
p.Glu483AspfsTer3s, G/GAT  69.33 14.86

NM_001011722.2:¢.1997_1998ins
p.Glu666AspfsTer38s,

NM_018125.3:¢c.2114_2115ins
p.Glu705AspfsTer38

NM_001258437.1:¢.1326_1335del
p.Arg442SerfsTer32, AGGAACG

NM_001258438.1:c.1425 1434del AGCT/A
p.Arg475SerfsTer32

NM_138457.2:¢.1457_1461dup
p.Phe488GlyfsTer53,

NM_001012426.1:c.1496_1500dup
p.Phe501GlyfsTer53, A/AGGATG 28.05 45.63

Geéne Chr

ARHGEF10L 1

TARS 5 26.95 44.57

FOXP4 6

NM_001012427.1:¢.1490_1494dup
p.Phe499GlyfsTer53

NM_018294.5:c.244C>T

CWF19L1 10 0.GIng2Ter GIA 519 4575  *

NM_001198592.1:¢.2633C>G

NM_014924.4:¢.583C>T

NM_001329411.1:c.1603C>T
p.GIn535Ter,

NM_032425.5:¢.1798C>T
p.GIn600Ter

NM_000520.5:c.887del
p.Asn296llefsTer6,

NM_001318825.1:¢.920del
p.Asn3071lefsTer6

NM_001080534.2:¢.59del
p.Gly20GlufsTer44 AG/A 4132 45.68

NM_024712.3:¢.313C>T
p.GIn105Ter CIT 26.18 42.54 *

HHIPL1 14 CIT 43.82 46.02 i

HEXA 15 AT/A 42.86 46.16

UNC13C 15

ELMO3 16

NM_001310137.1:¢c.1655C>A
p.Ser552Ter GIT 38.19 4254 §

NPIPB11 16
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NM_001005735.1:¢.28C>T

CHEK2 2 N p.GIn10Ter GIA 55.74 12.69  *
NM_001039590.2:¢.4189G>T
. p.GIu1397Ter o
_ *
S S NM_001039590.2:c.5364dup A o
[ p.Leu1789llefsTer13

[l Gain de stop, ] Frameshift. MutationTester: * Disease causing automatic, } Polymorphism, § Disease
causing.

Figure 11 : Analyse de variants constitutionnels et somatiques et les profils des différents
échantillons de Madame S.

stop_gained:75 ~ ~ 3_prime_UTR: 1104

start_lost: 26
inframe_deletion: 164
coding_sequence: 12
protein_altering: 1

frameshift: 162
inframe_insertion: 156
stop_retained: 12 upstream_gene: 2588
stop_lost: 11 non_coding_transcript: 2
synonymous: 11628 downstream_gene: 3889
missense: 10024 - intergenic: 6
splice_donor: 33 TF_binding_site: 776
splice_acceptor regulatory_region: 8885

splice_region: 2578 intron: 12410
Profil de variants constitutionnels

lrameshﬂ'l:ﬁl ¢ 3_prime_UTR: 16
|
|

stop_retained:2 — || | [ 5_prime_UTR: 30

y -~ TF_binding_site: 17
e
T coding_sequence: 1
b \ non_coding_transcript_exon: 1

downstream_gene: 56

regulatory_region: 162
missense: 264

start_lost: 1 >’
K

inframe_insertion: 1
|

stop_gained: 16 upstream_gene: 64

synonymous: 132

intron: 148

Profil de variants somatique du cancer du sein gauche

47



Diaddin HAMDAN - These de doctorat - 2021
Figure 121 (suite) : Analyse de variants constitutionnels et somatiques et les profils des
différents échantillons de Madame S.
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Tableau 13 : Analyse de variants constitutionnels des génes de la LOH du chromosome 22 en
utilisant 3 bases de données (1000 Génomes, GenomeAD et Kaviar) avec un seuil de
fréguence < 0,5 % pour éliminer les polymorphismes.

Geéne HGVSc VAF BAF Position Impact Conséquences Génotype

NM_001122731.2:
MICAL3 NM_001136004.3:
NM_015241.2:

€.1450-22T>G 4o 15 4526 17893926  inconnu Variant AIC
; intronique

NM_006115.4:
NM_001291716.1:
NM_206953.2:
NM_206954.2: c.70C>G
NM_206955.2: p.Arg24Gly
NM_206956.2: o .
PRAME NM 001291715.1: 46.15 45.26 22551041 Intermédiaire  Missense G/C

NM_001318127.1:

NM_001291717.1:
NM_001291719.1:
NM_001318126.1:

€.22C>G
p.Arg8Gly

Les 3 échantillons de cancer du sein ont une faible charge mutationnelle tumorale de 2,13
mutations par méga base [110]. J’ai ensuite comparé les 3 profils mutationnels des cancers
du sein avec le profil mutationnel constitutionnel a la recherche des genes dans au moins 2
prélevements sur 4, avec une fréquence de < 0,5% des bases de 1000 Génomes,
GenomeAD et Kaviar. J’ai identifié dans chacun des trois échantillons des cancers du sein
une mutation différente de PIK3CA (Tableau 14)[111].

En considérant une faible charge mutationnelle tumorale d’un co6té et un variant
constitutionnel unique de PRAME situé dans la LOH 2211 de I’autre, nous avons émis
I'nypothese que ce variant de PRAME pouvait étre pathogéne avec un potentiel

carcinogénétique.
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Tableau 14 : Génes ayant subi des mutations constitutionnelles ou somatiques dans > 2
échantillons de la patiente Madame S, avec un avec un seuil de fréquence < 0,5 % dans les 3
bases de données (1000 Génomes, GenomeAD et Kaviar.

ADN ADN Tumoral
constitutionnel Sein gauche Sein droit Rechute sein gauche

ACSL3 [ | [ |

ADGRV1 H H

ADCY7

ARFGEF3

CCDC168

CDH1

COL27A1
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FPGT-TNNI3K
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TRIOBP
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ZNF205 [ | [ |

ZNF568 ]

ZNF615 [ | [ | [ |
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4. Faible expression du PRAME dans les échantillons tumoraux

Donc, chez Madame S, le 1% alléle du PRAME a été perdu avec la LOH 22q11. Et le 2°™®
alléle contient un variant ¢.70C>G p.Arg24Gly de signification fonctionnelle inconnue. Il
est situé du c6té N-terminal en dehors de 1’ « epitope signature tag » (Figure 12a).

Par immuno-marquage, nous avons d'abord évalué le niveau d'expression de PRAME dans
deux échantillons de cancer, un des cancers du sein et le cancer de la thyroide de Madame
S. L’anticorps anti-PRAME utilisé est capable reconnaitre la forme mutée de PRAME.
Une métastase ganglionnaire d’un mélanome a été utilisée comme contrdle positif [112].
Nous n'avons pas trouvé d'expression de la protéine PRAME dans les 2 types de cancers
(Figure 12b). Puis, aprés une micro dissection laser des cellules tumorales du cancer du
sein, de la thyroide et du mélanome, nous avons montré avec la ddPCR une trés faible
expression de 'ARNmM de PRAME dans les cellules des cancers du sein et de la thyroide

par rapport aux cellules du mélanome (Figure 12c).

Sur la base de ces résultats, nous avons conclu que le variant ¢.70C>G p.Arg24Gly

pourrait étre une mutation perte de fonction s’accompagnant d’une protéine indétectable.
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Figure 132: a) Structure de la protéine PRAME, avec la fleche montrant la modification de la
protéine correspondant a la mutation du gene PRAME trouvée (.70 C>G p.Arg24Gly). b)
Immunomarguage de PRAME et de PS100 dans les tumeurs du sein et de la thyroide de
Madame S et dans une métastase ganglionnaire de mélanome comme contrdle positif. c)
ddRTQqPCR sur des cellules microdisséquées au laser pour analyser le niveau d’expression de
I’"ARNmM de PRAME dans les cellules des cancers du sein et de la thyroide de Madame S par
rapport aux cellules d’un mélanome.
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Discussion

Ce travail s’inscrit dans la suite des travaux de notre laboratoire sur la génomique
constitutionnelle de moyenne a faible pénétrance du cancer qui reste encore mal connue.
Avec une approche individuelle différente des études des familles et de population
habituellement utilisées, il est possible d’identifier des événements constitutionnels
potentiellement impliqués dans la carcinogenése.

Ici, j’ai pu identifier avec 2 différentes analyses 2 régions probablement impliquées dans la
carcinogénese commune de cancers du sein et de la thyroide. La premiére dans le
chromosome X chez 5 patientes avec des cancers concomitants du sein et de la thyroide
sans aucun syndrome de prédisposition au cancer connu. La deuxieme dans le chromosome
22 chez une patiente avec de multiple cancer et également sans aucun syndrome de
prédisposition impliquant des genes de forte pénétrance.

Devant les LOH retrouvees, devant une hypothése d’un géne suppresseur de tumeur dans
ses régions, les 2 alléles devant donc étre inactivés. Le premier perdu avec la LOH
constitutionnelle, le deuxiéme inactivé par une mutation secondairement acquise. En
revanche, s’il s’agit d’un oncogene, le deuxiéme alléle aurait une mutation activatrice.

Le séquengage Sanger de la région du chromosome X s’est avéré treés difficile a cause de la
position pseudo-autosomale de cette LOH.

Par contre, le NGS de la région du chromosome 22 a permis d’identifier une mutation du
gene PRAME.

Cette mutation ¢.70C>G p.Arg24Gly de PRAME que nous avons identifiée correspond a la
portion N-terminal de la protéine. Elle conduit au remplacement d’une arginine en position
24 par une glycine (Figure 12a). Le premier est un acide aminé plutét polaire et hydrophile
(mais aussi amphipathique) fréquent dans les sites actifs ou les sites de liaison a la surface,

alors que la glycine est le plus petit acide aminé, apolaire, hydrophobe, souvent a
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I’intérieur, et se distingue par sa capacité a lier les phosphates de I'ATP [113]. De plus, les
changements de glycine en arginine, en particulier dans les régions transmembranaires des
protéines liées a la membrane, peuvent modifier le repliement des protéines et étre associés
a des maladies [114].

Comme la carcinogenese peut étre attribuée a un événement dans un géne de forte
pénétrance comme I’HER2 et les cancers du sein, ou peut étre le résultat de la dérégulation
d'une voie de signalisation comme la voie d’EGFR. La premiere question est le réle exact
de PRAME dans la carcinogenése. Et, la deuxiéme question est de trouver une voie
possible impliquée dans une carcinogenese multifactorielle et qui inclut PRAME.

Ainsi, en utilisant la base de données de réseau d'interaction de « String Database » (v.11)
pour établir les liens entre des différentes protéines correspondant a des genes qui ont été
touchés par un variant dans deux échantillons ou plus, nous avons trouvé 10 protéines
interconnectées qui peuvent étre liées a PRAME par la cadhérine-1 (CDH1) (Figure 13).

La question de I’interaction avec la protéine CDH1 mérite d’étre étudiée.

PRAME un cible important mais de faible pénétrance

Donc, notre approche individuelle nous a permis d’identifier le géne PRAME comme
cible ; ¢’est un géne qui prend de plus en plus de I’importance.

Le gene PRAME fait partie de I'une des familles de génes les plus amplifiées chez les
mammiféres, et constitue la troisieme plus grande famille de génes dans le génome de la
souris [115]. Il a été propose qu'il soit implique dans la gamétogenese, la folliculogenese et
I'embryogenese précoce chez la souris [116].

Le géne PRAME code pour un antigene spécifique du cancer, membre de la famille des
antigenes du testicule et du cancer (cancer testis-antigen). L’antigéne est reconnu par

HLA-A24. Le gene PRAME est situe dans le locus du gene de I'immunoglobuline lambda
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sur le brin inverse du chromosome 22 (22q11.22) sur 12 kilo bases prés du pseudogéne
BCR4, une des régions de points de cassure (breakpoint cluster) impliqués dans les
réarrangements du chromosome 22 [117-120].

Dans les tissus adultes sains et normaux, I'expression du géne PRAME n'est généralement
pas détectée, sauf dans les testicules, les ovaires, les surrénales, le placenta et I'endometre,
ou il est faiblement exprimé [94, 121]. Il est régulé épigénétiquement par la méthylation de
I'ADN dans des régions spécifiques riches en dinucléotide de cytosine/guanine dans le
promoteur de PRAME [122-124], et/ou par des ARN interférents spécifiques (comme
miR421 ou miR211) [125-127].

Lorsque la protéine PRAME est exprimée, elle a été décrite comme nucléaire et
cytoplasmique, mais aussi comme une protéine liée a la membrane avec la région d'acides
aminés 310-331 en extracellulaire. L'expression membranaire de PRAME est indépendante
de la phase du cycle cellulaire [128-130].

La protéine PRAME fait partie de la famille des protéines LRR (leucine rich repeat) [131]
(Figure 12a). PRAME réprime le géne RARS?2, se lie au récepteur de l'acide rétinoique
(RAR0) sur I'extrémité C-terminale avec la participation de EZH2, I’une des protéines du
complexe polycomb, pour former un complexe hétérotrimérique qui réprime la

transcription des genes cibles de RAR [121, 132, 133].
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Figure 143 : Réseau d'interaction selon la base de données « String Database » (v.11) pour
établir une connexion entre les différentes protéines correspondantes aux genes mutés dans
deux échantillons ou plus de Madame S. Dix protéines interconnectées ont été identifiées et
peuvent étre liées 8 PRAME par la cadhérine-1 (CDH1).
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they are physically binding each other. {j_f: gene co-occurence {j—f: protein homology
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En l'absence de PRAME, la voie de signalisation du récepteur de l'acide rétinoique
maintient le cycle cellulaire arrété, favorise la différenciation et I'apoptose [132-135]. La
diminution de I’expression de PRAME diminue le taux de prolifération et peut induire une
mort (apoptose) indépendante de la caspase dans les cellules leucémiques in vitro et in vivo
par ses interactions avec S100A4/p53, Bcl-2 et p2l1 [136-139]. L’augmentation de
I’expression de PRAME est corrélée a la diminution de I’expression des génes pro-
apoptotiques [140].

Le rble de la protéine PRAME dans la carcinogénése reste controversé. L'association entre
son niveau d’expression et son réle dans la carcinogenése est controversee, certains articles
I'ayant décrit comme un oncogene tandis que d'autres comme un gene suppresseur de
tumeur en fonction du type de cancer [141-144]. De plus, certains papiers ont décrit une
fonction différente de PRAME dans le méme type de cancer probablement en fonction de
stade [141, 145-151].

L'expression du gene PRAME augmente dans plusieurs types des cancers comme le
mélanome [112, 152-155], le carcinome épidermoide pulmonaire [156, 157], le cancer du
sein [158], le carcinome rénal [159], le cancer ovarien [160-162], le neuroblastome [163],
le sarcome [164, 165], le myélome multiple [166], la leucémie aigué [167-169], la
leucémie myéloide chronique [170, 171], et le lymphome de Hodgkin [172-175].
Cependant, I'expression du géne PRAME n'est pas toujours augmentée aux stades précoces
de la carcinogenése, ce qui suggere qu'il pourrait agir comme un gene conducteur
« driver » ou passager en fonction du stade de la carcinogenese [121].

En effet, I’augmentation de I’expression de PRAME est généralement corrélée a un stade
avance et a un mauvais pronostique des tumeurs solides comme les mélanomes [176-178],
les cancers de la téte et du cou [179, 180], les sarcomes [181-185], les cancers du sein

[141, 145, 158, 186, 187], les neuroblastomes [163], les carcinomes hépatocellulaires [136]

57



Diaddin HAMDAN - Theése de doctorat - 2021

et les cancers des ovaires [188, 189]. Mais la surexpression de PRAME permet de predire
aussi un bon pronostique dans les leucémies aigués myeloides et lymphoblastiques chez les
enfants sans interférence avec la signalisation du RA [140, 168, 190-195]. De I’autre coté,
PRAME est hypométhylé pendant la crise blastique de la LMC et la LAM, et il prend un
role oncogéne et prédit un mauvais pronostique [123, 124, 134, 170].

PRAME a aussi un réle dans la réponse immunitaire. Il peut stimuler les lymphocytes T
cytotoxiques contre les cellules de mélanome [137, 196, 197]. Une réponse immunitaire
médiée par des lymphocytes T cytotoxiques spéecifiques au PRAME est décrite aussi dans
la leucémie aigué/chronique [198]. De méme, il existe une réponse immunitaire humorale
et cellulaire thérapeutique spécifique au PRAME dans le mélanome [199], le cancer du
poumon non a petites cellules [200, 201], le sarcome [202], le medulloblastome [117], le
carcinome de la prostate et le carcinome rénal a cellules claires [203]. Une autre étude a
démontré une corrélation négative entre PRAME et les genes impliqués dans la
présentation d'antigene, et le statut PDL1 dans le Iéiomyosarcome [164].

La PRAME est donc un candidat intéressant pour l'immunothérapie médiée par les
lymphocytes T, comme il a été démontré que les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques
de PRAME sont capables d’attaquer les cellules cancéreuses qui 1’expriment [174, 204-
207].

Il a été montré que la surexpression de PRAME est fortement associée, et un facteur
prédictif indépendant de la récidive hématogéne (via la transition épithélio-
mésenchymateuse, TEM), probablement par des interactions avec les genes de la TEM
comme EGFR, ITGB1 et TCF3 [118, 208-211]. PRAME joue un réle dans la promotion de
la transition épithéliale-mésenchymateuse et favorise la migration et I'invasion des cellules
triple négatives de cancer du sein par des changements I'expression de la E-cadhérine, la

N-cadhérine, la vimentine et de ZEB1 [118, 124]. Dans des travaux in vivo, il a été trouvé
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que le knockdown de PRAME dans les cellules de cancer du sein diminue I’expression de
I'annexin-V et la E-cadhérine, et favorise la prolifération, la migration et I'invasion [141,

150].

L'hypothése est que I’inactivation complete de PRAME est un facteur favorisant le début
de la carcinogenese. Ensuite, en raison d'un mécanisme inconnu, PRAME est réactivé,
probablement en relation avec I'environnement inflammatoire associé aux processus de la
carcinogenes. Et cela peut étre I'un des facteurs qui transforme la tumeur indolente en une

tumeur agressive, et qui provoque des métastases.

Perspectives et conclusion

Pour compléter ce travail, nous travaillons actuellement sur un modele in vitro d'épithélium
mammaire normal dans un premier temps, puis des cellules de cancer du sein dans un
deuxieme temps, pour inactiver PRAME et étudier les effets sur le comportement des
cellules. Puis, nous envisageons d'étudier I'agressivité in vivo dans un modéle de souris de
cellules invalidées « knock-out » de PRAME.

Dans un deuxieme temps, le role de la LOH du chromosome X reste a déterminer.

Nous avons confirmé dans ce travail la pertinence de I'approche individuelle pour identifier
un potentiel événement génétique de pénétrance faible a modérée chez une patiente ayant
des antécédents de cancers multiples non agressifs.

D’un c6té, nous avons identifié une mutation peu fréquente dans un géne qui gagne
progressivement de I’importance car il semble impliqué dans la carcinogenése, le
diagnostic, la surveillance et potentiellement dans le traitement de différents types de

tumeurs solides et hémopathies malignes. Son réle exact reste a élucider.
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De I’autre coté, 1’é¢tude de la génétique constitutionnelle devient de plus en plus
compliguée avec un tres grand nombre de cibles a étudier pour identifier les cibles
pertinents avec la difficulté de préciser leur valeur fonctionnelle qui nécessite une enquéte
quasi policiere trés complexe. Ceci va nous conduire a la limite des études biologique.
Donc, c’est le moment de commencer a réfléchir comment intégrer I’intelligence

artificielle dans 1’¢tude de la génétique constitutionnelle.
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VII.  ANNEXES

Annexe 1 : Les échantillons des 8 patientes.

Patientes 1 2 3 4 5 6 7 8
Cancgr des = F/C E E = F = F
seins
Cancer de la = = E E E = F F
thyroide
Tumeur du F
rein
ADN c

constitutionnel

PBMC: peripheral blood mononuclear cells, F: fixé en formol, C : congelé
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Annexe 2 : Les événements d’altérations du nombre de copies identifiées dans les cancers du sein, de la thyroide et du rein du Madame S utilisant

OncoScan™

Chr Cytobande

Tumor de la thyroid

Left breast tumor events

Kidney tumor events

Positions Type Positions Type Positions Type

1 p36.33 - p11.2 754 192-121 350 934 LOH 754 192-121 350 934 LOH
p25.3 21 494-90 245 035 LOH 21 494-18 098 857 CN Loss

2 p25.3 21 494-96 675 166 CN Loss

gqll.l 95 429 197-204 545 178 LOH 95 429 197-221 705 657 LOH

3 p26.3 63 411-10 080 722 LOH 63 411-55 760 165 LOH
p16.3 69 404-45 646 269 CN Gain 69 404-42 499 224 CN Gain

) g21.23 - g22.1 86 482 894-89 165 405 LOH 84 496 344-90 776 165 LOH 86 482 894-91 362 047 LOH

qlll 61 886 393-111 907 146 LOH 61 886 393-152 313 718 LOH

6 q27 156 871 821-170 913 051 LOH 155 774 958-170 913 051 LOH
q27 169 051 020-170 913 051 CN Loss

7 031.1-036.3 109 240 787-159 118 443 LOH 109 317 908-159 118 443 LOH

8 p23.1 8094 763-43 751 375 LOH 8094 763-17 407 403 LOH

p15.3 126 070-39 146 676 LOH 126 070-4 460 049 LOH

° ql1.21 42 413 322-50 217 438 LOH 42 413 322-54 526 206 LOH
p15.5 192 764-51 575 951 LOH 192 764-25 119 007 CN Loss

" qll-qg25 54 795 357-134 938 847 LOH 54 795 357-134 938 847 LOH
qll 19 084 823-28 978 448 CN Loss 19 084 823-75 586 993 CN Loss

n gqll-q34 19 084 823-115 103 150 LOH 19 084 823-115 103 150 LOH
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ql1.2 20 219 083-58 389 230 CN Loss
. ql1.2 20219 083-58 389 230 LOH
15 gqll.1 20161 372-26 187 841 CN Gain
p13.3 - pll.l 400 959-22 217 883 LOH
g 011.1-925.3 25 326 941-80 263 427 LOH
pl1.32 -pll.21 12 842-15 377 471 LOH
18 pl1.32 -ql2.1 12 842-29 364 889 CN Loss
g11.1-ql2.1 18 554 307-30 225 065 LOH
20 p13-pl2.1 69 094-14 627 662 CN Gain
gql1.1 16 054 713-41 574 383 LOH 16 054 713-24 341 388 CN Loss
22 gql1.1-q13.33 16 054 713-51 213 826 LOH

q11.23 24 346 428-24 396 598 High Copy Gain 24 346 428-24 396 598 High Copy Gain

X q28 154 979 673-155 219 364 CN Gain

20 219 083-23 200 951

20 219 083-23 459 156

20 161 372-38 323 263

400 959-22 217 883

25 326 941-44 958 022

12 842-15 377 471

12 842-29 736 017

18 554 307-30 856 949

69 094-14 030 903

16 054 713-24 341 388

16 054 713-51 213 826

24 346 428-24 398 768

154 979 673-155 219 364

LOH
CN Loss
CN Gain

LOH

LOH

LOH
CN Loss

LOH
CN Gain
CN Loss

LOH

High Copy Gain

CN Gain

LOH: loss of heterozygosity, CN: copy number
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