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Résumé

Le cancer de la thyroide est la néoplasie la plus courante du systeme endocrinien ;
représentant environ 1% de tous les cancers dans le monde. L'incidence du cancer de la
thyroide a augmenté au cours des derniéres décennies, certaines études rapportant une
augmentation annuelle allant de 5 a 10%. Cependant, il est important de noter que cette
augmentation est largement due a la détection de petits tumeurs bénignes grace a des

techniques de diagnostic de plus en plus sensibles.

Les carcinomes thyroidiens peuvent se présenter soit sous forme sporadique, soit sous forme
familiale. Les formes familiales de carcinome thyroidien non médullaire (FNMTC) représentent
environ 5% des néoplasmes thyroidiens non médullaire. Le carcinome thyroidien non
médullaire familial est une forme relativement rare de cancer de la thyroide qui serait hérité
principalement de maniére autosomique dominante. Les mécanismes moléculaires impliqués
dans le FNMTC ne sont pas entierement compris mais il est estimé que de multiples facteurs
génétiques et environnementaux pourraient contribuer au développement de cette

pathologie.

Afin d’identifier de nouveaux genes candidats susceptibles d’étre impliqués dans le FNMTC,
un séquencage d’exome complet (WES) a été réalisée sur ’ADN de 11 patients atteints de
carcinomes thyroidiens dont les antécédents familiaux suggéraient une prédisposition
familiale au cancer thyroidien non médullaire (FNMTC). Des approches bio-informatiques ont
été menées pouir filtrer, sélectionner et identifier les variants génétiques partagés entre ces
patients. Une partie de ce travail de thése a également été axée sur |'exploration du gene
FOXE1 dans le but de valider les preuves de la contribution de ce géne a la prédisposition au
FNMTC. Nous avons également présenté trois cas familiaux de FNMTC associés a des
mutations du géne DICER1, dans lesquels les atteintes thyroidiennes constituent les seules

manifestations cliniques.
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l. Introduction

1. Données épidémiologiques

Le cancer est 'une des principales causes de mortalité et de morbidité dans le monde. Il
représente la deuxiéme cause de déces dans le monde avec prés de 10 millions de morts par
an!. En 2023, 433 136 nouveaux cas de cancers ont été diagnostiqués en France
métropolitaine (57% chez les hommes et 43% chez les femmes)2. C’est une maladie complexe,
dont les mécanismes physiopathologiques restent en partie incompris, se manifestant en
raison de dysfonctionnements dans les processus controlant la croissance, la prolifération, la

différenciation et la mort cellulaire3.

Figure 1: Taux d'incidence et de mortalité normalisés selon le sexe dans les pays a indice de développement humain (IDH)
chez (4) les hommes et (B) les femmes en 2017,

2. Les mécanismes impliqués dans le développement des cancers

Le cancer est une maladie complexe qui peut se présenter sous différentes formes et affecter

différents organes ou tissus du corps humain. Malgré cette grande diversité, il est établi que



la plupart des cancers partagent des caractéristiques communes, connues sous le nom de

«hallmarks » décrit par I’American Association for Cancer Research (AACR)>.

Figure 2: "Les marqueurs du cancer : de nouvelles dimensions". Graphique issu de Cancer Discovery,’

L’acquisition progressive et successive de ces caractéristiques clés permet la transformation
des cellules normales en cellules cancéreuses, favorisant leur survie, leur prolifération et leur
dissémination métastatique®. Les « hallmarks » du cancer décrits dans la figure 2 incluent des
phénoménes tels que la résistance a la mort cellulaire programmée (apoptose), I’angiogenese,
I'invasion des tissus environnants, la capacité a échapper au systéme immunitaire,

I'inflammation et I'instabilité génomique.*

La tumorigenése est un processus en plusieurs étapes qui résulte d’'une combinaison de
facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux associés a une altération des
mécanismes de réparation de 'ADN’. Ce processus implique de nouvelles caractéristiques

biologiques découlant de I'accumulation d’altérations génétiques au sein de I’ADN nucléaire.



Ces altérations telles que les mutations ponctuelles, les délétions, les amplifications, les
insertions ainsi que les réarrangements chromosomiques, touchent principalement des
oncogenes ou des genes suppresseurs de tumeurs impliqués dans la prolifération, la
différentiation ou la mort cellulaire®. Les proto-oncogenes conduisent a un gain de fonction
et conférent un avantage de croissance sélective a la cellule tumorale®. Les altérations des
génes suppresseurs de tumeurs conduisent a la perte de I'inhibition de la croissance cellulaire,
ce qui favorise la prolifération des cellules tumorales®.

L'identification de ces classes de genes a permis de mieux comprendre les mutations
génétiques directement liées a la formation de cancers. Dans la plupart des situations, ces
mutations sont somatiques, spécifiques des cellules cancéreuses et ne se transmettent pas
aux enfants de patients atteints. Cependant, il est de plus en plus fréquent que des

modifications génétiques soit héritées, engendrant une prédisposition familiale au cancer.

Il.  Lathyroide

1. Anatomie de la thyroide

La glande thyroide est une glande endocrine située au niveau de la partie antérieure du cou.
La fonction principale de la glande thyroide est de synthétiser et de libérer les hormones
thyroidiennes T4 (thyroxine) et T3 (triiodothyronine) ainsi que la calcitonine. Ces hormones
régulent le métabolisme basal, la croissance et le développement du corps, et sont également

impliquées dans la régulation de la température corporelle®®.

Figure 3: Anatomie de la glande thyroide et structures voisines (Illustration libre de droit)"!



La glande thyroide a une forme de papillon, avec deux lobes latéraux reliés par un isthme. Elle
pése en moyenne de 20 a 30 g et se situe en profondeur sous les muscles sternothyroidien??.
Elle est accessible a la palpation pour I'exploration d’une glande hypertrophiée ou contenant

des nodules!3.

La glande thyroide est recouverte d'une capsule de tissu conjonctif lache qui envoie des septa
dans le parenchyme. Microscopiquement, la glande contient des follicules thyroidiens qui
mesurent de 0,2 a 0,9 mm de diametre remplis de colloide riche de thyroglobuline. Les
follicules sont composés de cellules folliculaires (ou thyréocytes) organisées en une seule

couche de cellules épithéliales simples!4.

Les cellules C, ou cellules parafolliculaires, se situent entre les follicules et produisent
I'hormone calcitonine. Ces cellules sont souvent regroupées en amas isolés entre les follicules
thyroidiens. L'hormone calcitonine est impliquée dans la régulation du métabolisme du

calcium et inhibe la résorption du tissu osseux*®.

Figure 4: Schéma de la structure thyroidienne'.

2. Les hormones thyroidiennes

La thyroide synthétise et sécréte les hormones thyroidiennes T3 et T4. L’iodure est transporté
activement dans les cellules folliculaires de la thyroide grace au co-transporteur sodium-

iodure (NIS) et est ensuite libéré dans la lumiére centrale, grace a la pendrine®®. Les



iodotyrosines, les résidus tyrosine de la thyroglobuline iodés grace a la thyroperoxydase (TPO),
s’associent dans le colloide pour former la T3 et T4, qui sont ensuite libérées dans les tissus
périphériques'®. La production et la libération des hormones T3 et T4 sont régulées
positivement par la thyréostimuline hypophysaire (TSH) et négativement par les hormones
thyroidiennes circulantes. Environ 99,8% des hormones T3 et T4 circulantes sont liées a des
protéines de transport: la thyroxine-binding globulin (TBG), la transthyrétine (TTR) ou
préalbumine et I'albumine, mais seule la fraction d’hormone libre peut pénétrer dans les

cellules et exercer ses effets’.

Figure 5: Axe thyréotrope et principaux effets des hormones thyroidiennes’®.

Les effets des hormones thyroidiennes impliquent classiquement leur liaison aux récepteurs
nucléaires des hormones thyroidiennes (TR), qui appartiennent a la superfamille des
récepteurs hormonaux nucléaires. Les TR se lient a des éléments de réponse spécifiques,
présents dans la séquence des promoteurs de genes cibles dont la transcription est activée ou
réprimée en réponse aux hormones. La T3 se lie a ces récepteurs nucléaires spécifiques,
induisant plusieurs effets fonctionnels selon les tissus. La régulation de I’expression des genes
peut ainsi conduire, entre autres, a la stimulation de la néoglucogenése hépatique, la

lipogenese, le remodelage osseux et a la synthése protéique (figure 5). Elle influence



également le développement du systeme nerveux central chez le feetus, ainsi que le

développement squeletto-pondéral aprés la naissance.

lIl.  Cancer de la thyroide

1. Epidémiologie du cancer thyroidien

Le cancer de la thyroide et la tumeur maligne la plus courante du systeme endocrinien. En
2020, I'Organisation Mondiale de la Santé estime que plus de 586 202 nouveaux cas de cancers
de la thyroide ont été diagnostiqués dans le monde, tout sexe confondu, avec 43 646 décés'®.
En France, pour I'année 2018, le nombre estimé de nouveaux cas de cancers de la thyroide
était de 10 665 dont 2 600 chez les hommes et 8 065 chez les femmes. Le nombre estimé de
décés par cancers de la thyroide était de 386 dont 159 chez les hommes et 227 chez les
femmes pour cette méme année?°,

L'incidence du cancer de la thyroide varie considérablement selon le sexe, I'age et le pays. Les
femmes ont environ trois fois plus de risque de développer un cancer de la thyroide que les
hommes, et I'incidence est plus élevée chez les personnes de plus de 45 ans?!. En outre, il
existe des différences géographiques importantes : les taux les plus élevés ont été observés
en Amérique du Nord, en Australie et en Nouvelle-Zélande, tandis que les taux les plus bas ont

été signalés dans les pays africains (Figure6)®.

Figure 6: Taux standardisés selon l'age de l'incidence spécifique a la région par sexe pour le cancer de la thyroide en 2020.

Source : GLOBOCAN 2020"°



2. Facteurs de risque du cancer thyroidien

Les facteurs de risque liés au développement du cancer de la thyroide sont variés et incluent
des éléments tels que le sexe et I'dge comme décrit précédemment, mais aussi les
antécédents familiaux de cancer dela thyroide, I'exposition aux produits chimiques
environnementauy, I'alcool, le tabagisme et les déséquilibres hormonaux. Le cancer de la
thyroide est donc une pathologie multifactorielle. Cependant, deux facteurs de risque sont
exclusivement associés aux cancers de la thyroide : I'exposition naturelle, médicale ou
accidentelle aux radiations ionisantes et les carences en iode??.

Le risque de développer un cancer de la thyroide a la suite d’une exposition aux radiations
ionisantes dépend a la fois de la dose recue et de I'age au moment de I'exposition.
L'irradiation externe est responsable de 88 % des cas de cancers de la thyroide qui se
développent chez les individus ayant recu une dose de 1 Gy pendant I'enfance?3. Par ailleurs,
la carence en iode entraine une diminution de la synthése en hormone thyroidienne,
conduisant a une hyperplasie compensatoire de la thyroide. Cette carence en iode est un
facteur de risque avéré de goitre multinodulaire (GMN)?2. Les antécédents personnels de
GMN et de nodules thyroidiens bénins augmentent le risque de développer un cancer de la

thyroide, soulignant ainsi I'importance de leur détection précoce.

3. Les techniques de diagnostic du cancer thyroidien

L'augmentation de I'incidence du cancer de la thyroide est associée a I'augmentation de la
longévité de la population, mais aussi a une meilleure détection de petites tumeurs bégnines
et malignes grace aux techniques de diagnostic. Le diagnostic du cancer de la thyroide repose
sur une variété de techniques permettant de déterminer avec précision la présence de
tumeurs malignes dans la glande thyroide. L'échographie et le bilan biologique sont
systématiques. L'échographie thyroidienne permet de caractériser les nodules ou les masses
suspectes dans la glande. Le bilan biologique mesure les taux de TSH (0,4-4muUl/l), de
calcitonine, d’ACE, de parathormone, de phosphore et de calcium?*. Une fois détectés, ces
nodules sont souvent soumis a une cytoponction a l'aiguille fine, une procédure de biopsie
visant a évaluer leur caractére bénin ou malin par des examens complémentaires

immunocytochimiques et/ou de biologie moléculaire?>. Les examens de scintigraphie



thyroidienne a l'iode 123 sont également utiles pour déterminer I'activité thyroidienne et
identifier les zones anormales. Enfin, I'imagerie médicale, comme la tomodensitométrie ou
I''RM, peut étre employée pour évaluer l'extension de la maladie dans les tissus
environnants?*. De plus, il est essentiel de souligner que la prédisposition génétique joue un
role crucial dans la susceptibilité au cancer thyroidien, et un dépistage génétique peut étre

proposé pour les individus et les familles présentant un risque génétique accru.

4. Les formes de cancer thyroidien

Les cancers de la thyroide peuvent étre classés en deux grands groupes, en fonction des

cellules thyroidiennes a partir desquelles ils se développent.

A. Les carcinomes médullaires de la thyroide

Les carcinomes médullaires de la thyroide (CMT), rares, représentent environ 5% des cas. lls
se développent a partir des cellules C de la thyroide?®. Ils ont tendance a étre plus agressifs
gue les autres types de cancers thyroidiens, et ils peuvent se propager rapidement. Les CMT
ont une prédisposition familiale dans 25% des cas, généralement associés a des mutations
dans le proto-oncogéne RET?. La chirurgie est le traitement principal, mais une thérapie ciblée
peut également étre proposée pour traiter les formes avancées?®. Le taux de survie a cing ans

pour le carcinome médullaire varie selon le stade de la maladie et les autres facteurs de

risques?®.

B. Les carcinomes non médullaires de la thyroide

Les carcinomes non médullaires de la thyroide, plus fréquents, sont classés en trois sous-
types : le carcinome thyroidien différencié, le carcinome peu différencié et le carcinome
anaplasique indifférencié (ATC)*. Les carcinomes différenciés sont les plus courants,
représentant 90% des cas et regroupent les carcinomes thyroidiens papillaires (PTC) et
folliculaires (FTC)31. Ces tumeurs se développent a partir des cellules folliculaires de la

thyroide.



Le carcinome papillaire est le plus fréquent et le moins agressif, représentant environ 85% de
tous les cas de cancers de la thyroide3?. Les sous types de PTC incluent le PTC classique, le PTC
a variante folliculaire, le PTC & cellules hautes et quelques variantes rares33. Il peut étre
multifocal et métastaser dans les ganglions lymphatique chez 1/3 des patients mais il est
généralement associé a un excellent pronostic et les taux de survie a dix ans sont supérieurs
a 90%32. Ce type de tumeurs nécessitent souvent un traitement par thyroidectomie totale ou
guasi-totale avec destruction post-opératoire du tissu thyroidien résiduel par irathérapie

et/ou curithérapie?!.

Le carcinome folliculaire est le deuxieéme type le plus fréquent et représente environ 10% des
cas de cancer de la thyroide32. Il a tendance a étre plus agressif et peut étre plus difficile a

traiter.

Le carcinome anaplasique est le type le plus rare et le plus agressif, représentant 2% a 5% de
tous les cas de cancer de la thyroide32. Le carcinome anaplasique est souvent associé a un

mauvais pronostic et les taux de survie a cing ans sont inférieurs a 10%32.

Dans ce travail de theése, nous nous sommes concentrés sur les carcinomes non médullaire de

la thyroide.

IV. Géneétique des carcinomes non médullaires de la thyroide

1. Carcinomes thyroidiens non médullaires sporadiques

Des études ont permis de mettre en évidence que la plupart des altérations génétiques dans
le cancer de la thyroide non médullaire impliquent les effecteurs de deux voies de signalisation
des récepteurs de tyrosine kinase (RTK) : la voie MAPK (Kinase activée par les mitogénes) plus
fréguemment dans les carcinomes papillaires et la voie PI3K-AKT (Phosphoinoside-3-kinase —

Protéine kinase B) dans les carcinomes vésiculaires3?,3>.



Figure 7: Voies de signalisation MAPK et PI3K.

Les voies MAPK et PI3K sont activées en réponse a une stimulation cellulaire par des facteurs
de croissance. La voie des MAPK implique une séquence d'activation des protéines RAS (Rat
Sarcoma), RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), MEK (Mitogen-activated Extracellular
signal-regulated Kinase) et ERK (Extra-cellular signal-Regulated Kinase) par le biais d'une
cascade de phosphorylation. L'activation de la PI3K par RAS conduit a la conversion du
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol triphosphate (PIP3). PTEN
(Phosphatase and TENsin homologue) a la capacité d'inhiber la PI3K. PIP3 recrute ensuite la
sérine/thréonine kinase AKT (AKR T cell lymphoma), qui phosphoryle et active de nombreuses
cibles dont mTOR (mammalian Target of Rapamycin). ERK ou mTOR activent des facteurs de
transcription qui régulent I'expression de nombreux génes, dont certains sont impliqués dans

la régulation de la prolifération cellulaire, le métabolisme et la néoangiongenése3®.
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Les mutations décrites dans ces deux voies sont des réarrangements chromosomiques
impliquant les récepteurs a activité tyrosine kinase, des mutations ponctuelles activatrices des

trois oncogénes RAS (HRAS, NRAS, KRAS) et des mutations activatrices de I'oncogéne BRAF.

La famille RAF se compose de trois kinases : A-RAF, B-RAF et C-RAF%’. La mutation la plus
couramment décrite est la mutation ponctuelle p.V600OE dans le géne BRAF (B-Raf Proto-
Oncogene, Serine/Thréonine Kinase) qui active la protéine BRAF et qui conduit a une
activation constante de la voie MAPK entrainant la prolifération cellulaire34. Cette mutation
est présente dans 45% des cas de cancer papillaire de la thyroide (PTC) et est plus fréquente
dans les formes les plus agressives. Elle est rarement observée dans les cas de cancer
thyroidien folliculaire ou de nodules thyroidiens bénins®®. Les patients atteints de PTC
présentant cette mutation ont un risque accru de récurrence de la maladie et de mortalité, en

particulier aprés ’dge de 45 ans32.

Les mutations p.C228T et p.C250T dans la région promotrice du gene de la Télomérase
Humaine (TERT)3 ont été retrouvées en moyenne dans 10,6 % des échantillons de carcinome
papillaire de la thyroide (PTC), 15,1% dans le carcinome folliculaire (FTC)3*. Ces mutations
créent des sites de liaison pour des facteurs de transcription de la famille EBS (Ets binding
sites) régulés positivement par la voie MAPK?*. Des études ont montré une coexistence de
mutations dans les génes TERT et BRAF provoquant une surexpression de TERT. Cette
association estimée a 6,9 % des cas de PTC est plus fréquente chez des patients plus agées,
avec des tumeurs de plus grande taille et a des stades plus avancés*!. Bien qu’il n’y ait pas de
corrélation statistiguement significative entre la présence de mutation dans ces deux genes
et 'occurrence de métastases ganglionnaires dans le PTC, la coexistence de TERT p.C228T et

BRAF p.V600E est associée a une plus grande récurrence du cancer papillaire de la thyroide*?.
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Figure 8: La mutation ponctuelle du promoteur TERT crée un site de liaison pour EBS, régulé positivement par la voie
MAPK. L association d’une mutation BRAF et TERT entraine une surexpression de TERT.”

Les mutations RAS constituent la deuxiéme cause la plus fréquente de carcinomes
thyroidiens?., Les génes RAS codent pour des protéines GTPase localisées a la surface interne
de la membrane cellulaire et transmettent les signaux des Récepteurs a activité tyrosine
kinase (RTK) par plusieurs voies de signalisation, dont les voies MAPK, PI3K-AKT. Les mutations
ponctuelles activatrices des génes RAS sont variables, mais elles semblent étre plus fréquentes
dans NRAS* et dans les codons 12, 13 et 61 des génes RAS*. Ces mutations sont plus
fréquentes dans les carcinomes folliculaires de la thyroide ou elles sont présentes chez 25%
des patients, mais aussi dans les carcinomes peu différenciés de la thyroide dans 20% a 40%
des cas®. Malgré leur association fréquente avec une histologie plus agressive, les tumeurs
présentant des mutations RAS ont en réalité un meilleur pronostic, car elles sont rarement
liées a une extension extra-thyroidienne ou a des métastases lymphatiques régionales ou

distantes®.

De plus, les mutations affectant TP53, un géne suppresseur de tumeur ont également été
observées chez les patients atteints de cancer de la thyroide. Les altérations de TP53 peuvent
entrainer une prolifération cellulaire incontrélée et une résistance a la mort cellulaire

programmée, ce qui favorise la progression du cancer vers un état dédifférencié. Des
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mutations du gene TP53 sont plus fréquemment associées aux carcinomes peu différenciés

de la thyroide (20-30%)%.

Des réarrangements chromosomiques touchant ces deux voies de signalisation sont
également décrits dans le cancer de la thyroide, notamment les réarrangements RTC/PTC* .
Les réarrangements RET/PTC sont spécifiques du cancer de la thyroide et sont plus fréquentes
dans les tumeurs de la thyroide de type papillaire®’. Les réarrangements RET surviennent
lorsque le domaine de tyrosine kinase RET fusionne avec la partie N-terminal de différents
geénes, créant des oncogénes chimériques appelés RET/PTC. Au moins 15 variants différentes
de RET/PTC ont été recensés, impliquant des réarrangements avec 10 génes distincts*®. Ces
mutations entrainent une stimulation chronique de la signalisation MAPK et peuvent étre
activés par des cassures de ’ADN générées le plus souvent par exposition aux radiations. Leur
fréquence varie aussi en fonction du sexe, de I'dge, des zones géographiques®. Il convient
également de noter que les mutations RET/PTC ne sont pas la seule cause de réarrangement
chromosomique dans le cancer de la thyroide. D’autres réarrangements tels que les
réarrangements RET/RFG, NTRK dans les PTC* et PAX8/PPARg dans les FTC*® ont également

été identifiés comme jouant un réle important dans la pathogenése thyroidienne.

En outre, ces mutations incluent également des modifications dans d'autres voies de
signalisation associées au cancer de la thyroide. Notamment la voie WNT-B-caténine, associée
a la régulation de la prolifération, de la survie et de la différenciation cellulaire®!. La voie de
signalisation NF-kB (Factor Nuclear Factor-kappa B) qui contribue a I'inflammation, a la
protection contre le stress oxydatif et a la régulation de génes anti-apoptotiques®2. La voie
JNK, qui active le facteur de transcription c-Jun3’. En plus de participer au processus de
tumorigenése, les éléments constitutifs de ces voies de signalisation représentent les
principales cibles thérapeutiques pour le cancer de la thyroide, d'ou l'importance de

comprendre en détail leur mode de fonctionnement.

2. Carcinomes thyroidiens non médullaires d’origine familiale

La majorité des carcinomes thyroidiens sont sporadiques, néanmoins, certains peuvent se

présenter sous forme familiale, connue sous le nom de FNMTC (Familial Non Medullary
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Thyroid Carcinoma). Les formes familiales de NMTC représentent environ 5-15% de tous les
cas de NMTC>3, Le FNMTC est actuellement défini par le diagnostic de trois ou plusieurs
apparentés au premier degré atteints d’un cancer non médullaire de la thyroide, développé
dans I’enfance ou avant I'age de 30 ans. Parmi les FNMTC, le PTC est le sous-type histologique
le plus fréquent (85% a 91%), suivi du carcinome peu différencié (2% a 15%), du FTC (6 a 9,7%),
du carcinome de Hiirthle (2%) et enfin de I'ATC (1,6%)>3.

D’apres plusieurs études, le cancer de la thyroide est considéré comme |'un des cancers les
plus héréditaires, avec un risque familial 5 a 10 fois plus élevé que le cancer du sein ou du
cblon>*. Un étude menée a Taiwan par Liu et al. a révélé que les membres de la famille au
premier degré des patients atteints de NMTC avaient un risque 5,47 fois plus élevé de
développer la maladie par rapport a la population générale>. En Norvége, une étude a montré
que le rapport de risque familial pour le cancer médullaire de la thyroide chez les parents du
premier degré était de 5,2 pour les hommes et de 4,9 pour les femmes®®. L’étude menée par
Joo Park et al. rapporte que les patients atteints de forme familiale de NMTC ont un taux de
récidive plus important que celui du NMTC sporadique (35,6 % vs 19,8 %) et que la deuxiéme
génération est diagnostiquée a un age plus précoce (38+11 vs 57411 ans), présente plus
d'invasion extra-thyroidienne (57,8% vs 29,4%), un taux plus élevé de métastases
ganglionnaires et de thyroidite d’Hashimoto®’. Ces résultats soulignent I'importance d’une

détection précoce des patients prédisposés au FNMTC.

Les FNMTC peuvent se manifester de manieére isolée ou sous forme syndromique. On peut
classer les formes syndromiques de FNMTC en deux grands groupes, selon que le cancer de la
thyroide est la manifestation clinique principale ou non. Les formes syndromiques de FNMTC

comprennent plusieurs maladies héréditaires bien caractérisées.

A. Les formes syndromiques de FNMTC

Le syndrome de DICER1 est une maladie génétique de transmission autosomique dominante
qui augmente la prédisposition a des tumeurs bénignes et malignes affectant divers organes.
Les mutations germinales dans DICER1 (14q32.13) sont décrites dans des cas de cancers
pulmonaires, de tumeurs stromales gastro-intestinales, de cancers pancréatiques, de goitres

multinodulaires (GMN), de cancer de la thyroide différencié (DTC), de cancer de la
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parathyroide, de tumeurs des cellules de Sertoli-Leydig (SLCT) et de cancers testiculaires. Le
géne DICER1 codant pour une Ribonucléase de type Il est essentiel pour la maturation des
micro-ARN (petites molécules d’ARN non codantes), qui peuvent réguler négativement
I’expression génique au niveau post-transcriptionnel. La perte de fonction de DICER1 perturbe
la production de ces miARN nécessaires a la différenciation et au fonctionnement normal de
la thyroide®®. Le locus ou le géne DICER1 a été identifié, a été initialement cartographié dans
une famille canadienne avec 18 cas de GMN, avec une association de SLCT>°. Khan et al. ont
rapporté un risque 16 fois plus élevé de développer un cancer de la thyroide chez les porteurs
de mutations germinales et somatiques du géne DICER1%°. Néanmoins, il semble que les
cancers thyroidiens différenciés (PTC, FTC) isolés soient rarement observés chez les personnes
atteintes du syndrome de DICER1. La plupart des cas de cancers de la thyroide ont été
rapportés a la suite de radiothérapie et/ou de chimiothérapie en raison d’'une malignité
associée®!, Des mutations germinales dans ce géne ont néanmoins été rapportées dans une
famille atteinte d’une mutation DICER1 n’ayant pas d’antécédant de chimiothérapie, avec 5

cas GMN, dont 4 avaient également des DTC et 2 SLCT®?,

La polypose adénomateuse familiale (FAP) et le syndrome de Gardner sont deux syndromes
de transmission autosomique dominante associés aux mutations germinales du gene
suppresseur de tumeur APC (locus 5g22.2)%. Le géne APC joue un rdle de régulateur dans la
voie de signalisation WNT-B-caténine, et la perte de sa fonction dans ces syndromes conduit
a une activation inappropriée de cette voie®®. Ces syndromes se caractérisent par le
développement précoce de multiples polypes gastro-intestinaux et par une prédisposition aux
carcinomes colorectaux, aux carcinomes ampullaires, aux hépatoblastomes et aux
médulloblastomes. Dans le syndrome de Gardner les manifestations extra-intestinales se
caractérisent par des ostéomes du crane et de la machoire, des desmoides de la paroi
abdominale et de la poitrine, ainsi qu’une hypertrophie congénitale de ['épithélium
pigmentaire de la rétine®. La prévalence du PTC dans ces syndromes est de 2,6% avec un
risque accru de développer une variante cribiforme et morulaire du PTC a un age <30 ans, en

particulier chez les femmes®®.

Le complexe de Carney est une maladie héréditaire autosomique dominante caractérisée par

la présence de tumeurs malignes des glandes pituitaires et surrénales et une prédisposition
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estimée a 60% de développer des FTC et PTC®L. Les patients atteints de cette maladie
présentent souvent des pigmentations cutanées et des myxomes cardiaques. Il est associé a
une perte de fonction du géne suppresseur de tumeur PRKAR1a (locus 17g22-24), qui entraine
une augmentation de la signalisation mTOR®’. De plus PRKAR1a peut fusionner avec RET par
réarrangement chromosomique pour former un proto-oncogéne spécifique aux tumeurs

thyroidiennes PTC268,

Le syndrome de Werner est une maladie héréditaire autosomique récessive caractérisée par
le vieillissement prématuré et le développement précoce de pathologies liées a I'age, telles
gue des cataractes et des maladies cardiovasculaires. Les patients atteints de ce syndrome ont
également un risque accru de développer des sarcomes des tissus mous et des tumeurs
malignes de la thyroide de type PTC, FTC mais aussi des ATC. Il est associé aux mutations du
géne WRN (locus 8p11-p21)%°. Ce géne code pour un membre de la sous-famille RecQ des
protéines hélicases d'ADN qui joue un réle essentiel dans le maintien de la stabilité du génome
en régulant la réparation de I'ADN, la réplication, la transcription et I'entretien des

télomeéres.”®

Le syndrome de PTEN (phosphatase and tensin homolog) est de transmission autosomique
dominante. Il associe des cancers de la thyroide type PTC ou FTC et des GMN a des cancers
du sein, de I'endometre et a de multiples atteintes intestinales, coliques et cutanées. Les
patients prédisposés a ce syndrome ont un risque 51 a 72 fois plus élevé de développer un
cancer de la thyroide, avec un 4ge médian au diagnostic compris entre 31 et 37 ans’™. Il est
associé a une mutation du géne PTEN (10g23.31). Le géne PTEN exerce une régulation
négative sur les niveaux de PIP3, ainsi une perte de fonction de ce géne entraine une

augmentation de la signalisation mTOR”2.

Le syndrome de Cowden est également une maladie héréditaire autosomique dominante
caractérisée par le développement de lésions bénignes de la peau et des muqueuses, telles
que des kératoses et des papillomes, des hamartomes, des cancers du sein et de
I’'endometre®!. Les patients prédisposés a ce syndrome ont également un risque accru de

développer des tumeurs malignes de type PTC et FTC dans 10% des cas et souvent autour de
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I’age de 7 ans®l. Il est associé aux mutations des génes PTEN (locus 10g22-23), SDHB-D
(1p36.13), PIK3CA (3926.32), AKT1 (4932.33), KLLN (10q23.31) SEC23B (20p11.23)¢.

Dans ce groupe on retrouve aussi des syndromes plus rares qui n’ont été décrit que dans un
nombre restreint de familles. Parmi cela, on retrouve le syndrome Ataxie-télangiectasie qui
est une maladie héréditaire autosomique récessive caractérisée par une possible
dégénérescence cérébelleuse, une télangiectasie, une immunodéficience, des infections
récurrentes, des cancers lymphoides et un diabete résistant a I'insuline associés a un PTC. Le
géne décrit dans ce syndrome est ATM (17q22-23) qui code pour la protéine du méme nom
qui joue un réle dans les réponses cellulaires aux lésions de I'ADN et au stress oxydatif’3.

Le syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba est de transmission autosomique dominante. Il
associe des cancers de la thyroide type PTC, FTC a des macrocéphalies, des hamartomes, des
cancers de I’'endometre et du rein. Il est également associé a des mutations du gene PTEN
(10923.3).

Le syndrome de Pendred est une maladie héréditaire autosomique récessive caractérisée par
une surdité neurosensorielle ou des troubles de I'ouie, une prédisposition au PTC, FTC et ATC.
Il est associé aux mutations des génes SLC26A4 (7q21-34), FOXI1 et KCNJ1074.

Le syndrome de Li-Fraumani associé a des mutation du gene TP53 (17p13.1). |l se caractérise
par de multiples cancers du sein, des ostéosarcomes, des leucémies, des lymphomes et plus
rarement des cancers de la thyroide’.

Le syndrome de McCune—Albright, est un trouble génétique causé par une mutation faux-sens
post-zygotique dans le géne GNAS (20q13.3). La mutation GNAS survient a différents stades
de I'embryogenése et provoque des atteintes squelettiques et extra-squelettiques’®. Le
syndrome de McCune-Albright est défini par la triade de taches café-au-lait, d’une dysplasie
fibreuse polyostotique et d’endocrinopathies hyperfonctionnelles”’. Il a été aussi associé a
des tumeurs ovariennes, testiculaires, pancréatiques, mammaires et thyroidiennes (PTC, FTC).
Le syndrome de Peutz-Jeghers est une maladie autosomique dominante caractérisée par des
polypes hamartomateux, une hyperpigmentation muco-cutanée et un risque accru de cancer,
quatre fois supérieur a la population générale. Il est associé aux mutations du géne STK11

(19q13.3)78.
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Dans ces syndromes, bien que le NMTC ne soit pas la Iésion cancéreuse la plus fréquente dans
les familles, il est important de le prendre en compte dans le cadre du suivi médical de ces
patients. Les genes impliqués et les caractéristiques cliniques de ces syndromes sont en
parties bien identifiées et peuvent aider a orienter le dépistage précoce et la prise en charge

des patients prédisposés aux FNMTC syndromiques.

L'objet de ce travail de these est d’explorer les FNMTC syndromiques dans lesquels les
atteintes thyroidiennes dominent la présentation clinique. Elle se penche également sur les
FNMTC non syndromiques dont les mécanismes sous-jacents demeurent partiellement

incompris.

B. Les formes non syndromiques de FNMTC

Les variants génétiques qui augmentent le risque de cancer sont soit des mutations rares avec
une pénétrance modérée a élevée, soit des variants courants avec une pénétrance faible>®,
Plusieurs études ont été menées chez des familles de patients prédisposés au FNMTC afin
d’identifier les altérations génétiques germinales responsables de la prédisposition au cancer
de la thyroide. Jusqu’a présent, des mutations germinales ont été identifiées dans plusieurs
génes candidats, grace a des études d’association pangénomique (GWAS), des analyses NGS

ciblé, du séquencage d’exome complet et/ou du séquencage de type Sanger.

Les génes de susceptibilité qui ont été identifiés sont détaillés ci-dessous. lls ont été classés

en fonction de leur degré de pénétrance.

a. Mutations a pénétrance élevée a modérée

Le gene FOXE1 (Forkhead Box E1), anciennement connu sous le nom de TTF2 (Thyroid
Transciption Factor-2) est un gene qui se trouve sur le chromosome 9q22. Ce géne code pour
un facteur de transcription hautement conservé dans I'évolution. Ce facteur de transcription
contient un domaine de liaison a I’ADN, ainsi qu’une extrémité polyalanine polymorphe (poly-
A), qui peut varier en longueur de 11 a 22 résidus d’alanine. Les alleles FOXE114Ala et

FOXE116Ala représentent plus de 98% des alléles connus”.
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FOXE1 joue un role essentiel dans le développement embryonnaire de la thyroide et dans la
différenciation des cellules thyroidiennes a partir des cellules progénitrices®. Dans la thyroide
différenciée, FOXE1 joue un roOle d’activateur transcriptionnel des génes de la
thyroperoxydase et de la thyroglobuline®!. Il est également impliqué dans la capacité des
cellules thyroidiennes a répondre a la TSH®L. Les mutations dans le géne FOXE1 peuvent donc
perturber le développement normal de la thyroide et conduire a des anomalie congénitale de
la glande telles que I'agénésie ou la dysgénésie thyroidienne®. Il n’est donc pas exclu qu’une
altération dans ce géne puisse conduire a un processus de tumorigenese. L'étude pionniére
de Sequeira et al a décrit la présence de transcrits de FOXE1 dans 8/18 FTC, 0/2 cancers
anaplasiques et 11/17 PTC ; par rapport au tissu sain ou la présence de transcrits FOXE1 était
trés faible ou absente dans tous les cas.?3

De plus, un étude menée par Bychkov et al en 2013 a montré en immunohistochimie une
surexpression de FOXE1 dans le cytoplasme des cellules cancéreuses de 48 patients atteints
de PTC (p<0,001)%4.

Il est aujourd’hui reconnu que les mutations dans le géne FOXE1 jouent un réle majeur dans
le développement des cancers de la thyroide d’origine folliculaire. Plusieurs variants de type
single nucleotide polymorphism (SNP) de FOXE1 ont été décrits comme pathogéne dans les
FNMTC® :

e rs965513 (alléle A) : variant intronique a pénétrance élevée sous le modele récessif. Ce
variant a été significativement associé a la prédisposition au NMTC dans une étude de
génotypage sur 133 familles®. Il serait associé a une augmentation de la taille de la
tumeur et & des expansions extra-thyroidiennes chez les patients PTC®. He et al a
montré que le variant rs965513 de FOXE1 situé a proximité du gene PTCSC2, joue un
réle dans I'expression transcriptionnelle de ces genes par le biais d’'un promoteur
bidirectionnel partagé. De plus, ’hypothese d’une interaction entre la protéine MYH9
et les genes FOXE1 et PTCSC2 dans la prédisposition aux cancers non médullaire de la
thyroides familiaux a été évoquée par la capacité d’inhibition de MYH9 sur le
promoteur commun FOXE1/PTCSC2 en se fixant a PTCSC2%’.

e rs1867277 (c.-238G>A): 5’'variant dans la région non transcrite du géne (UTR) a
pénétrance élevée sous le modele récessif. Ce variant augmente [Iactivité
transcriptionnelle du promoteur du géne FOXE1, par le recrutement en amont des

facteurs de stimulation 1 et 2 de la structure « leucine zipper » (USF1/ USF2)8%8,8°,
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o 157849497 (Allele G): 5'variant UTR a pénétrance élevée, décrite dans des cas de
FNMTC dans la population portugaise®°.

e 51867278 (c.-248C>A) : 5’variant UTR®®, pénétrance élevée.

e 51867279 (c.-156T>C): 5’variant UTR??, pénétrance élevée.

e 5186728 (Alléle C): 5’variant UTR%, pénétrance élevée.

o 51867277 (c.-283A>G) : 5’ variant UTR a pénétrance élevée, décrit dans des cas de
FNMTC dans les populations espagnoles et italiennes®®

e 53021523 (alléle T ; p.Leu129=): variant synonyme a pénétrance modérée décrit
dans des cas de FNMTC dans la population portugaise®

e 510759944 : variant intronique a pénétrance modérée®

e 157037324 : variante intronique a pénétrance élevée sous le modéle récessif'.

e 57028661 : variante intronique a pénétrance modérée®?

e 510759944 : variante intergénique a pénétrance modérée®>.

e Extrémité polyAlanine : L'allele > 14Ala serait associé a une plus grande prédisposition
aux FNMTC. Dans une étude cas vs controle réalisée sur des familles portugaises
atteintes de FNMTC, l'allele > 14Ala était associé a un odd ratio (OR)=2,56
(95%CI = 1,64-4,01, P < 0-0001)%°.

Figure 9: Représentation schématique de la région d'intérét de FOXEI sur le chromosome 9 inclut les positions de
cartographie des neuf variants testés dans l'artcile’”

Le gene Hyaluronan-Binding Protein 2, HABP2, est situé sur le chromosome 10g25.3 et code
pour un membre de la famille des sérine protéases de la peptidase S1°2. Un variant de la lignée

germinale p.G534E (rs7080536) a I'état hétérozygote a été identifié chez 7 membres d’une
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famille atteints de NMTC2®, Ce variant a aussi été identifié chez 6 patients atteints de PTC issus
de 4 familles différentes®. Gara et al. ont retrouvé une surexpression de HABP2 dans les tissus
thyroidiens de patients porteurs de ce variant, mais pas dans le tissu sain. Ils ont associé la
pathogénicité de ce variant a une perte de fonction du géne suppresseur de tumeur HABP2%,
Toutefois, la pathogénicité de ce variant reste a confirmer. En effet, une étude d’association
menée par Sahasrabudhe et al sur 2000 cas de NMTC et plus de 5 000 controles a montré que
la fréquence du variant HABP2 p.G534E était de 4,2% chez les cas de NMTC et de 4,6 % chez

les témoins®>.

b. Mutations a faible pénétrance

Le geéne NKX2-1 (NK2 hombeox 1), anciennement TITF1 est situé dans le locus locus 14g13.3
est un géne qui code pour un facteur de transcription impliqué dans le développement et la
différenciation des cellules thyroidiennes®®. Une mutation faux-sens du géne NKX2-1 en
position ¢.1016C>T (p.Arg339Val) a été identifié chez deux familles chinoises atteintes de
GMN associés a des PTC et a des cancers du cOlon. Cette mutation n’a pas été identifiée dans
la population témoin, ni chez les patients atteints de PTC sans antécédents de GMN.®” L’alléle
a risque T du SNP rs944289 du géne NKX2-1 affecterait le site de liaison pour les protéines
C/EBP a et B réduisant I'activation du promoteur de PTCSC3 (Papillaire Thyroid Carcinoma
Susceptibility Candidate 3) situé 3,2 kb en aval de rs944289°%. PTCSC3 est un long ARN non
codant intergénique (lincRNA) dont I'expression aurait des propriétés suppressives de
tumeurs. Le mécanisme par lequel PTCSC3 supprimerait la croissance cellulaire tumorale reste
inconnu. Par conséquent, le polymorphisme rs944289 a été identifié comme un facteur
prédisposant de cancer papillaire de la thyroide en dérégulant I'expression du promoteur

suppresseur de tumeur PTCSC3.%°

La mutation a faible pénétrance du géne SRGAP1 (protéine activateur de la GTPase Rho SLIT-
ROBOT 1) en position 12q14.2, a été identifié¢e comme un facteur potentiel de risque de
développement de FNMTC. Dans une étude de liaison réalisée sur 38 familles par He et al en
2013, quatre variants faux-sens p.Q149H, p.R617C, p.A275T et p.H875R ont été identifiés
comme potentiellement pathogénes dans deux familles atteintes de FNMTC, Les altérations

p.Q149H et p.A275Tse trouvent dans le domaine protéique FCH (Fes/CIP4), impliqué dans les
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interactions protéine-protéine et pourrait donc affecter le recrutement des cofacteurs
nécessaires a la fonction SRGAP1. L'altération p.R617C se trouve directement dans le domaine
protéique GAP®, || a été suggéré que ces variants empéchaient I'activation de la CDC42
(protéine de contréle de la division cellulaire 42 homologue), une protéine importante dans
la progression de la phase G1 du cycle cellulaire, la migration cellulaire et la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins'%l, Ces résultats suggeérent que la perte de fonction de SRGAP1
pourrait contribuer au développement du cancer thyroidien par altération de I'activité de
CDC42. Cependant les variants p. R617C et p.H875R ne sont pas exclusivement associés au

FNMTC car ils ont été identifiés dans des cas de PTC sporadiques'®,

Le géne NRG1 (Neuregulin 1) situé sur le locus 8p12, code pour une glycoprotéine
membranaire qui participe a la signalisation intracellulaire. La dysrégulation de NRG1 a été
démontrée comme étant impliquée dans la tumorigeneése a la fois des tumeurs malignes et
bénignes de la thyroide'®. Cette perturbation a un impact sur les voies de signalisation PI3K-
AKT et MAPK!3, Plusieurs SNP de susceptibilité ont été décrit pour ce géne. Le SNP rs2466076
a été identifié dans 3001 cas de NMTC avec un OR de 1,32194, Le SNP rs2439302 a été associé

au PTC et corrélé a un risque plus important de multifocalité et de métastase ganglionnaire

105 106

dans les populations chinoises!®, coréennes!® et japonaises'?’. Guibon et al. ont associé le

rs24439304 a un risque plus élevé de carcinomes différenciés de la thyroide chez les

populations européennes, mélanésiennes et polynésiennesi®,

c. Autres mutations décrites dans les FNMTC

Plusieurs autres genes et loci chromosomiques ont été identifiés dans des familles atteintes
de FNMTC non syndromiques. Ces mutations spécifiques ne se manifestent que chez un faible
nombre de familles touchées par le FNMTC et nécessitent une confirmation par des études de

validation supplémentaires.

CHEK2 est un gene suppresseur de tumeur jouant un réle crucial dans linitiation de
I'apoptose, la réparation de I’ADN et la régulation du cycle cellulaire. Un variant de ce géne
p.E239K a été identifié par I'’équipe de A.Srivastava et al. chez quatre membres d’une seule

famille NMTC (PTC, micro-PTC, carcinome insulaire, adénomes bénins)'%°. Cette étude révéle
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également, par le biais d’'une analyse en réseau, 'interaction entre trois variants de différents
génes (EWSR1 p.A327D, CHEK2 p.E239K et TIAM1 p.R1053C) qui pourraient étre responsable
des NMTC dans cette famille par effet combiné. Néanmoins aucun de ces variants n’a été

identifié chez quatre autres familles NMTC recrutées pour I'étude.*°

SRRM2 est un géne codant pour une protéine essentielle pour la régulation fine de I'épissage
alternatif des ARN messagers. Tomsic et al ont identifié une mutation hétérozygote c1037C>T
p.(Ser346Phe) dans une famille de 6 personnes atteintes de carcinome papillaire de la
thyroide, dont trois étaient agées de moins de 25 ans. Ce variant est un polymorphisme
rs149019598 détecté a 0,09% dans la population euro-américaine par I'Exome Sequencing
Project et prédit comme pathogéne par les scores SIFT et probablement pathogéne par le
score PolyPhen2!l, Cette mutation a également été retrouvée dans 7/1170 cas sporadiques
de cancers papillaires de thyroide mais chez aucun témoin. Néanmoins, il s’agit probablement
d’une mutation rare associée a cette famille car elle n’a pas été identifié dans 138 autres cas

familiaux de I’étudel??,

Des variants récurrents du gene MAP2K5 (15q923) c.G961A et c.T1100C (p.A321T et p.M367T)
ont été identifiés, a I'état hétérozygote, comme loci de susceptibilité chez un total de 77
patients FNMTC de 34 familles chinoises atteintes de PTC!°, Ces mutations peuvent entrainer

une activation alternative de la voie MAP2K5-ERKS dans la voie de signalisation MAPK.

Un site de prédisposition génétique situé au locus 2g21 du géne NMTC1 (carcinome thyroidien
non médullaire 1) a été identifié chez 7/8 membres atteints de PTC dans une famille de

Tasmanie.112

Il a également été décrit qu’il existe une interaction entre le gene NMTC1 (2qg21)
et le géne TCO (19p13.2) augmentant le risque de PTC chez les individus qui héritent des deux

génes de susceptibilité?3,114,

Une mutation du géene NOP53 (Ribosome Biogenesis Factor), situé dans le locus 19q13.33, a
été identifiée comme variant a faible pénétrance dans les cas de FNMTC!®>, Ce géne code pour
une protéine nucléolaire impliquée dans la biogenése des ribosomes et la régulation de p53.

La variante germinale p.Asp31Hisa été décrite chez 3/44 familles de FNMTC non
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syndromiquel!. Le tissutumoral a montré une expression immunohistochimique plus élevée

de la protéine NOP53 par rapport au tissu thyroidien normal adjacent.'%®

Par conséquent, on s'attend a ce que le cancer de la thyroide non médullaire d’origine
familiale soit la conséquence d’une mutation monogénique de pénétrance élevée ou d’une
association polygénique de variants de faible a moyenne pénétrance qui interagissent les uns

avec les autres et avec I'environnement, modulant ainsi la susceptibilité individuelle.

Figure 10: Schéma récapitulatif des variants décrits dans les FNMTC syndromiques et non syndromiques’®.
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V. Objectifs

L’objectif principal de ce travail de thése était d’identifier des genes candidats prédisposant
aux cancers non médullaires de la thyroide d’origine familiale. Dans le but d’identifier des
variants génétiques potentiellement pathogenes, 11 patients hautement a risque de cancers
de la thyroide d’origine familiale, dont 4 apparentés, ont été caractérisés moléculairement en
utilisant plusieurs technologies de séquencage, notamment le NGS, le WES et le séquencage
Sanger. En plus des analyses de séquencage, des analyses bio-informatiques et de liaison, ont
été effectuées pour sélectionner les variants génétiques potentiellement pathogénes chez les
patients étudiés.

La seconde partie de cette thése a été axée sur I'exploration des variants du gene FOXE1
répertoriés dans la littérature, tant chez les patients que chez les témoins, dans le but de
valider les preuves de la contribution de ce géne a la prédisposition au FNMTC.

Pour conclure, nous avons également exploré trois cas familiaux de FNMTC dans lesquels les
atteintes thyroidiennes constituent les seules manifestations cliniques. Ces cas sont associés
a des mutations du géne DICER1.

Ce travail vise a contribuer a une meilleur compréhension des mécanismes génétiques
impliqués dans I'étiologie et le développement des FNMTC, qui sont encore en partie mal

compris a ce jour.
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VI. Matériels et Méthodes

1. Sujets de I'étude

Pour cette étude, 11 individus frangais atteints d’un carcinome papillaire de la thyroide, ont
été sélectionnés, appartenant a 9 familles hautement susceptibles de présenter une
prédisposition aux FNMTC. Les informations cliniques et les antécédents familiaux et
personnels des patients ont été recueillis en collaboration avec les services d’Endocrinologie
adulte et pédiatrique du Centre hospitalier universitaire de Toulouse et de IInstitut
Universitaire du Cancer de Toulouse.

Le tableau 1 résume les principales caractéristiques cliniques et biologiques des patients
étudiés. Les patients ont été classés en différents groupe d’étude en fonction de leurs
antécédents personnels et familiaux. Les patients L/R/G présentent a la fois des antécédents
personnels et familiaux qui indiquent une prédisposition en faveur d’'une forme syndromique
de FNMTC. Il en est de méme pour la famille L dont les antécédents familiaux montrent une
grande prédisposition au NMTC associée a des cancers du sein. Les patients S/M/J/T et la
famille B ne présentent pas d’antécédents personnels et familiaux en dehors des carcinomes
papillaires de la thyroide et ils ont été étudiés comme des cas de prédisposition aux formes
non syndromiques de FNMTC.

Pour les patients témoins, 11 patients sans antécédent de néoplasie ont été sélectionnés :
Deux patients apparentés atteints de pathologies métaboliques constitutionnelles, deux
patients apparentés atteints de pathologies de type paragangliome, cinq patients non
apparentés atteints de tubulopathies rénales constitutionnelles et deux patients sains. Tous
les participants a I'étude ont signé un formulaire de consentement éclairé avant le recueil des
échantillons.

Les échantillons des patients sélectionnés ont tous été séquencés sur nos panels ciblés en
méthode NGS sans qu’aucune mutation pathogéne ne soit identifiée. Au vu de la
prédisposition importante qu’ils présentaient pour les FNMTC, il a été décidé de les explorer
par séquencage exomique (WES) afin d’identifier de potentiels variants de prédisposition aux
FNMTC.

Enfin, nous avons inclus dans notre étude trois familles (F1, F2, F3) prédisposées aux FNMTC
non syndromiques. En utilisant la technique de séquencage NGS, nous avons identifié des

mutations sur un gene de prédisposition. Ces familles sont présentées dans la partie résultats.
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Tableau 1: Descriptif des caractéristiques cliniques et biologiques des patients incluent dans [’étude

L

L1

B2

Femme

Masculin

Féminin

Féminin

Masculin

Masculin

Féminin

Féminin

Masculin

Féminin

Féminin

Age au

diagnostic

20 ans

17 ans

23 ans

34 ans

17 ans

20 ans

25ans

28 ans

63 ans

29 ans

15 ans

Type de tumeur
thyroidienne

Carcinome papillaire
pT4pNIM1

- Métastase pulmonaire
au diagnostic

- Métastase cérébrale a
distance

Carcinome papillaire du
lobe supérieur droit de 23
mm pT1b(m)N1

Adénopathie jugulo-
carotidienne

c

Résultats des examens

complémentaires

Immunohistochimie :
Anti-ALK négative
Absence de mutation BRAF V600E

Absence de mutation KRAS des exons 2,3,4
Absence de mutation des exons 2,3,4

Résultat NGS sur métastase cérébrale :
Réarrangement RET (31% noyaux réarrangés)
Absence de réarrangement du géne NTRK2
Présence du transcrit de fusion NCO4 : RET

ie sur

PAX8+, TTF1+, HBME1+

Absence d’anomalie sur BRAF, KRAS, NRAS,

NGSTE, PTEN

sclérosant diffus du lobe
droit pT3N1b (18N+ dont
3R+/56)

Embols tumoraux,
extension aux tissus
adipeux ; 18N+3R+ sur 56
avec tailles des ganglions
variant entre 12 et 41mm
en jugulo-carotidien droit

Hypertrophie bilatérale de
la thyroide,
d'échostructure
hétérogeéne avec des
formations dystrophiques
toutes de — de 15mm de
grand axe

Carcinome papillaire du
lobe droit mesurant plus
de 9 cm; pT3a N1bMx

Meétastase ganglionnaire
du lobe droit + ganglions
médiastinaux
Carcinome papillaire
pT2mN1bMO

Carci illaire du

TTF1 +, PAX8+, HBME1

lobe gauche de 10 mm

Ganglions jugulo-
carotidiens bilatéraux
Carcinome papillaire
différenciée

Carcinome papillaire de 3
cm du lobe thyroidien droit
+ métastase ganglionnaire
aire IV (3N+/21N)

Stade : pT3 N1laR1

Micro-carcinome papillaire
de 4,6mm, limité au lobe
gauche avec absence
d’invasion extra-
thyroidienne

Stade : PT1a NO RO
Nodule de 4,8 x 4,5 mm du

pdle supérieur droit de la
thyroide

HBME-1 : 100% de cellules positives
TPO : 0% de cellules positives

Analyse NGS faite sur métastase
ganglionnaire :

- BRAF NM_004333 ¢.1799T>A p.Val600Glu
sur exon 15 avec impact clinique avérée

- TERT NM_198253 c.-124C>T p.(=) sur
promoteur qui est une mutation activatrice

de signification indéterminée

Immunohistochimie :

-Etude anti-NTRK négative
-Absence de réarrangement NTRK1
-Absence de réarrangement NTRK2
-Absence de réarrangement RET

ie sur ganglion cervical :

Bilan biologique d’entrée

TSH : 0,02 1,3 pUl/ml
Thyroglobuline : 17 ng/ml
T4L: 19 ng/ml

Ac anti-Tg : 40 Ul/ml

TSH : 1,3 pUl/ml

Thyroglobuline : 55,20ng/ml

Ac anti-thyroglobuline : <10Ul/ml|
Calcitonine sérique <7,9pg/ml

TSH : 11 pUI/ml
Thyroglobuline : <0,04 ng/ml
Ac anti-thyroglobuline : 267U1/ml

TSH : 0,75 pUl/ml

TSH: 0,09 puUl/ml

T3L:3,2 pgiml
Thyroglobuline : 0,53 ng/ml
Ac anti-thyroglobuline : 174
Ul/ml

TSH : 0,07 pUl/ml
Thyroglobuline : 0,13 ng/ml
Ac anti-thyroglobuline : 14Ul/ml

TSH : 2,2 pUl/ml
Thyroglobuline : 3,31 ng/ml
Ac anti-thyroglobuline : 45 Ul/ml|

TSH : 0,90 pUl/ml
Thyroglobuline : <0,04 ng/ml
Ac anti-thyroglobuline : 13U1/ml

TSH : 0,04pU1/ml
Thyroglobuline : 3,29 ng/ml
Ac anti-thyroglobuline : 14UI/ml

TSH : 1,3 pUl/ml

Thyroglobuline 1,22 ng/ml

Ac anti-thyroglobuline : <10Ul/ml|
Calcitonine < 7,9 pg:ml

TSH : 1,6 pUl/ml
T4L : 13,4 pg/ml
T3L: 3,8 pg/ml

Calcitonine négative

Antécédents personnels et
facteurs de risques

Médicaux :
-Pneumopathie

-Anémie hypochrome et
microcytaire par carence
martiale

Chirurgicaux :

- Hystérectomie totale avec
ovariectomie gauche lié a une
endométriose

- Appendicectomie dans
I'enfance

- Carcinome basocellulaire sous
I'ceil droit

Médico-chirurgicaux :
Neuroblastome
abdomino-pelvien stade IV
ostéomédullaire a I'age de 7 ans

Chirurgicaux :
Exérése de naevus bénins

Intoxication tabagique

Médicaux :
Asthme traité par Ventoline

Médicaux :
Maladie de Willebrand

Médico-chirurgicaux :
Stent cardiaque

Médicaux :
Dystrophie thyroidienne connue
Kyste hypophysaire

Chirurgicaux :
Appendicectomie

Médicaux:
Prémature pubarche

Antécédents familiaux

Sceur ainée :Thyroidectomie
pour nodule bénin et DMLA

Mere : Cancer du sein

Grand pére maternelle :
cancer prostate

Arriére grand-meére: Cancer du
colon

Mere : Hypothyroidie

Cousin maternelle :
Carcinome papillaire
Tante maternelle :

Carcinome papillaire

Arriére grand-mére
paternelle: goitre

Branche maternelle :

Mere : cancer du sein a 56
ans et nodule thyroidien
Tante cancer du sein a 56 ans
Grand-meére : pathologie
thyroidienne bégnine et
cancer du sein a 75 ans
Sceurs : suivi pour pathologie
thyroidienne bégnine chez
les deux sceurs agées de 29
ans et 33 ans

Oncle: cancer du célon & 59
ans

Niece : tumeur oculaire a 11
ans

Grand-pére : cancer cutané a
79 ans

Pere de L1

Pére : carcinome papillaire
thyroidien gauche de 2cm
pT1 NO de diamétre a I'age
de 50 ans

Meére : carcinome papillaire
thyroidien

Fille de B1
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2. Echantillons biologiques

A. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN génomique consiste a obtenir de I’ADN total purifié en quantité et qualité
suffisantes pour la réalisation de toute étude des empreintes génétiques d’un individu et
consiste en la lyse de cellules nuclées par la protéinase K.

L’extraction a été faite a partir de sang total prélevé sur tube EDTA (200uL)

L’extraction et la purification de I’ADN génomique ont été réalisées a I'aide du kit QlAamp ®
DNA Blood Mini (Qiagen, Hilden, Allemagne) pour I’extraction manuelle et a I'aide du Kit
magna pure compact nucleic acid isolation sur I'automate MagNaPure 24 (Roche) pour
I’extraction automatisée. L'extraction sur MP24 n’a été lancée que s’il restait suffisamment de
sang pour lancer une extraction manuelle en cas d’échec. Dans le cas contraire, I’extraction a
été fait manuellement.

L’ADN extrait a été quantifié par spectrophotométrie UV (Spectrophotomeétre Xpose / 061196
/ P11 150 X12-SEC-0012). Le Xpose permet de réaliser le dosage de 1 a 16 échantillons par slide
(lame) dont un témoin négatif en déposant 2ul d’échantillon par puits et permet ainsi une

guantification spécifique des ADN.

Le spectre suivant est obtenu pour chaque patient :

Figure 11: Spectre d'extraction ADN
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Le spectre UV-Visible (courbe blanche) est la résultante des 4 profils spécifiques :
e En bleu, la densité optique de I’ADN
e En orange, les impuretés : molécules qui absorbent a la méme longueur d’onde que
I’ADN (autres nucléotides, thiocyanates, EDTA, phénol, citrate, azide...).
e En gris, le bruit de fond qui peut correspondre a la turbidité de I’échantillon, a la
présence de billes, des résidus d’hémoglobine.
e En jaune, les résidus qui correspondent a la partie du spectre non identifié et qui est
noté en % du spectre blanc.
La courbe blanche est la somme des courbes bleue, orange et jaune ; le bruit de fond en gris
est soustrait de la mesure.
Le rapport A260/A280 doit étre compris entre 1,75 et 2,15 pour que la qualité de I’ADN soit
optimale en utilisation PCR. Ce ratio correspond a une concentration d’ADN de + 50 - 70ng/uL.
Un rapport A260/A280 < 1,75 indigue une contamination par des protéines qui peut étre due

a une mauvaise purification et interférer lors du séquencage.

B. Recherche ciblée de variants par séquencage NGS

Une fois 'ADN extrait a des concentrations optimales, les patients sélectionnées ont été
explorés sur les panels NGS classiques : Thyroide et TNE (tumeurs neuroendocrines) et TNE2
(Figure 9)

Le design des panels d’oligonucléotides a été fait sur DesignStudio a partir du site Mylllumina.
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Figure 12: Présentation des panels NGS
Thyroide et Tumeurs neuroendocrines du
laboratoire de biochimie secteur biochimie
moléculaire et génétique constitutionnelles
du CHU de Toulouse.

Le séquencage complet de I'exome (WES) est une technologie de séquencage de nouvelle
génération (NGS) qui permet de séquencer I'ensemble des exons codants de I’ADN, qui
représentent 1 a 2% de I'ensemble du génome. Cette technologie utilise une méthode de
capture d’ADN, qui consiste a utiliser des sondes spécifiques pour capturer uniqguement les
fragments d’ADN correspondant aux régions exomiques d’intérét.

Le séquencage de I'exome entier a été effectué au CHU de Toulouse dans le secteur de

Biologie Moléculaire et Génétique Constitutionnelles (SBMCG) du laboratoire de biochimie.
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3. Procédure de séquencage NGS (next-generation sequencing) et WES (Whole
exome sequencing)

Les processus de séquencage ciblé par NGS et de séquencage complet de I'exome
commencent aprés extraction de I’ADN génomique sur sang périphérique et comprennent les
étapes décrites ci-dessous. Le processus de séquencage a été effectué en suivant le protocole
[llumina DNA Prep dans un NextSeq 550. Le séquencage de I’exome suit les mémes étapes que
le séquencage NGS, avec utilisation de sondes d’hybridation couvrant une plus grande partie

du génome et des températures d’amplification spécifiques.

Pour chaque run, un témoin négatif a été inclus. Il s’agit d’'une réaction contenant I'ensemble
des réactifs mais pas d’ADN, afin de s’assurer de la « non-contamination » et valider ainsi

I’'amplification.

1. Création d’une librairie par capture Nextera Flex1¢ :

e Fragmentation aléatoire de I’ADN génomique en fragments d’environ 100-200 paires
de bases.

e Amplification des fragments d’ADN par PCR, permettant la formation de plusieurs
copies simple brin de chaque fragment.

e Lavage de I’ADN pour éliminer les contaminants et réactifs résiduels.

e Pool des librairies pré-enrichies

e Hybridation et capture sélective des fragments a I'aide d’adaptateurs spécifiques
(petites molécules d’ADN de séquences connues) dans les extrémités 3’ et 5. Ces
adaptateurs contiennent des séquences d'identification nécessaires pour le
séquencage ainsi que des amorces pour I'amplification ultérieure.

e Amplification par PCR des librairies enrichies

e Purification des librairies d’ADN enrichies

31



Figure 13: Création d’une librairie par capture NEXTERA FLEXTM

2. Génération de clusters sur cellules a flux (flow cell) et NextSeq :

e Les fragments d’ADN simple brin obtenues se fixent de maniére spécifique a différents
endroits de la cellule a flux, grace a la complémentarité entre les adaptateurs et les
oligonucléotides attachés de maniére covalente a la cellule a flux.

e Un brin complémentaire au brin matrice est synthétisé par une polymérase, en utilisant
différents désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP).

e Dénaturation du brin matrice d’origine et du brin complémentaire néosynthétisé

e Lavage pour élimination du brin matrice d’origine

e Fixation de I'extrémité libre du brin complémentaire a une sonde a proximité fixé a la
cellule a flux (formation d’un « pont »).

e Synthese d’un nouveau brin complémentaire suivi par une nouvelle étape de
dénaturation

Ce processus d’amplification en « pont » (bridge amplification) se répéte environ 30 fois,

permettant la synthése de clusters (groupe de fragments d’ADN identiques au brin matrice

d’origine). Cette étape d’amplification est nécessaire a I'obtention d’un signal suffisant

pour le séquencage'?’.
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3. Séquencage sur NexSeq 550Dx

e Des amorces de séquencage « primer » s’hybrident a tous les brins de tous les clusters
et servent de point de départ de la réaction de séquencage

e A chaque cycle, un désoxyribonucléotide triphosphate (dNTP) marqué par
fluorescence est incorporé en complémentarité du brin matrice

e Les longueurs d’'onde et lintensité d’émission de chaque dNTP incorporé sont
enregistrées, permettant son identification.

e Les lectures de séquences brutes obtenues sont ensuite générées au format de fichier
* fastqg (Fast Quality) pour permettre I'analyse des données par méthode bio-

informatique.

Les critéres de validation technique du run de séquencgage :

e Score de qualité > 70% pour un run de 2x101 / >75% pour un run de 2x150 / >80% pour
un run de 2x75

e Densité de clusters entre 100K et 300K

e Pourcentage de clusters passant les filtres acceptables : nombre de clusters passant les
filtres inférieur au nombre de clusters générés

e Rendement (données générées) avec des valeur HIGH-output entre 67-80 Gb et MID-
output entre 21,5 et 26 Gb pour un run de 2x101

e Intensité (données par cycle de séquencage) avec une valeur attendue > 10

4. Analyse bio-informatique :

L'analyse bio-informatique des données de séquencage a été réalisée par notre ingénieur en
bio-informatique au laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Toulouse. Les données
brutes en format *.fastq ont été alignées sur un génome de référence pour générer des
fichiers *.BAM (Binary Alignment/Map). Toutes les lectures ont été alignées sur la référence
du génome humain GRCh38 (hg38), et 94 a 99% des lectures ont été correctement mappés
sur le génome humain. Pour le séquencage ciblé NGS les données ont été intégrées au systéme

BD-NGS pour analyse et confirmation.
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Pour le séquencgage WES, aprés un tri et un indexage chaque donnée de patient a été exporté
dans un fichier VCF (Variant Call Format), permettant de regrouper les variants de séquence
correspondant aux différences des données brutes par rapport au génome de référence. Pour
chaque patient et chaque témoin un fichier VCF a été généré, au total 11 fichiers VCF patients
et 12 fichiers VCF témoins ont été générés. Les variants ont été annotés a I'aide d’Ensembl
VEP selon la nomenclature internationale HGVSs/ HGVSp et ont été définis par leur

chromosome et leur alléle de référence et leurs scores de pathogénicité.

Dans les analyses, les variants présents dans des positions de mauvaise qualité de séquencage
avec une profondeur de lecture inférieure a 30 et ceux présentant une fréquence allélique
supérieure a 1,0% ont été exclus. Ces variants ayant plus de probabilité d’étre des artéfacts

techniques ne nécessitent pas d’étre confirmés par séquencage Sanger.

A. Méthode de filtrage des données brutes

Notre méthode d’exploration, présentée dans la figure 11, a été inspirée par la FCVPPv2
(Familial Cancer variant prioritization Pipeline version 2) utilisé par Kumar et al'*® pour
identifier des variants pathogenes chez une famille présentant des PTC. Nos bases de données
présentaient initialement un nombre de variants évalués entre 2848 et 16575. Nous avons
appliqué des criteres de filtrage imposant que les cas connexes devaient avoir le variant, alors
gue les témoins ne devraient pas I'avoir. Nous avons appliqué deux techniques de filtrages en
fonction que les patients présentaient des manifestations cliniques évocatrices de formes
syndromiques ou non syndromiques. Avec cette approche de filtrage, nous avons réduit la
liste potentielle des variantes a 16 pour les formes syndromiques dans le groupe LRG et a 719
variants pour la forme syndromique dans la famille L. Pour les formes non syndromiques nous
avons réduit la liste a 30 variants pour le groupe SMJT et a 819 variants pour la famille B. Nous
avons appliqué une deuxieme étape de filtrage pour les familles B et L avec deux autres
témoins sains, nous avons ainsi réduit notre liste de variants potentiels a 263 variants pour la

famille L et a 379 variants pour la famille B.
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Nombre de variants initiaux : Nombre de variants initiaux : Nombre de variants initiaux Nombre de variants initiaux
J: 6614 M: 16575 L:7385 R: 2848 Famille L: Famille B:
T: 7417 S: 6202 G: 6579 L1:4958 L2: 6327 B1:5508 B2: 6195
I
Nombre de variants communs Nombre de variants communs Nombre de variants communs Nombre de variants communs
1758 1312 2921 3390
( 2 " .
: 2 patients atteints de pathologie constitutionnelle métabolique : 7848 variants
Filtrage 2 patients atteints de pathologie constitutionnelle paragangliomale : 7536 variants
5 patients atteints de tubulopathies rénales constitutionnelles : 1490 variants

819 variants filtrés
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- ‘[ 719 variants filtrés ]

36 variants filtrés : 45 variants filtrés b
6 variants avec DP<30 | 29 variants avec DP<30 i I |
30 variants d'intéréts H 16 variants d'intéréts : Filtrage _TEMOIN 15468
|E ' TEMOIN 2: 4088
* 14 missense variant |§ + 10 missense variant ! | T
* 2 synonymous variant :E 1 synonymous variant 3 / 422 variants filtrés \ / 492 variants filtrés \
* 8intron variant 12 * 3intron variant '€ 159 variants avec DP<30 113 variants avec DP<30
* 3 non coding transcript exon variant | | * 2 non coding transcript exon :‘e: 263 variants d’intéréts 379 variants d’intéréts
« 3inframe deletion | variant :E * 86 missense variant * 154 missense variant
: 1 * 64 synonymous variant * 86 synonymous_variant
| ! * 85 intron variant * 91intron variant
I t * 3 non coding exon variant * 9 non coding transcript exon
¢ v * Svariants 5’ prime UTR variant
Variants avec scores délétéres communs entre S/M/J/T; Variants communs entre L/R/G; L1/L2 * 8variants 3’ prime UTR * 6 variants 5’ prime UTR
B1/B2 * 2inframe deletion * 10 variants 3’ prime UTR
+ ANKRD36C c.5566C>T p.(Leu1856Phe) * 3inframe insertion * 3inframe deletion
* ANKRD36C c.5566C>T p.(Leu1856Phe) *  MUC6 c.6016C>A p.(Pro2006Thr) * 2 stop gained variant * 2inframe insertion
* IGSF3 c.1345C>T p.(Argd49Cys) + TEKT4 c.1209_1213delinsTGTTA + 2 frameshift variant « 7 stop gained variant
* TEKT4P2 n.1523_1526delinsACCC p.(lle404_Alad05delinsValThr) * 1splice acceptor variant * 4 frameshift deletion

* TEKT4P2 n.1523_1526delinsACCC * 1 usptream variant * 5 usptream variant
kl downstream variant / & downstream variant

Figure 14: Méthode de filtrage appliquée aux formes syndromiques et non syndromiques de FNMTC.

Pour filtrer les données de patients, nous avons d’abord chargé les données brutes des fichiers
VCF (Géne, Transcrit, variant, HGVs, HGVp) sur le site libre d’accés Jvenn''® pour
premierement identifier les variants communs entre chaque groupe de patients, puis dans un
second temps éliminer les variants communs entre nos groupes de patients et les témoins.
Les résultats du site Jvenn ont été confirmés sur un autre site Bioinformatics & Systems

Biology*?° pour s’assurer de la conformité des résultats obtenus.

B. Présentation des scores de pathogénicité

Dans notre étude, nous avons utilisé les scores de prédiction CADD_PHRED, SIFT, Polyphen,
MetalR_rankscore et VEST3 rankscore, des outils bio-informatique utilisés pour prédire
I'impact potentiel d’une altération d’acides aminés sur la structure et la fonction des protéines

humaines.

CADD (Combined Annotation Dependent Depletion)'?® est un algorithme de calcul

réglementaire qui permet de prédire I'impact fonctionnel des variants génétiques en
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combinant plusieurs sources d’annotations, telles que les données de conservation, les
prédictions de changements d’acides aminés et de structure. Le score CADD_PHRED est
calculé en convertissant le score CADD en une échelle de 0 a 99, ou les scores les plus élevés

indiquent une prédiction plus forte de I'impact fonctionnel.

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)'?? est basé sur la conservation des acides aminés dans
les séquences protéiques. En d’autres termes, si un acide aminé est conservé dans un région
donnée de la protéine chez différentes espéces, cela suggere qu’il est essentiel pour la
fonction de cette protéine. Si une variation d’acides aminé affecte une région hautement
conservée, elle est plus susceptible d’avoir un impact fonctionnel. Si une variation d’acide
aminé est prédite comme ayant un impact fonctionnel, elle est considérée comme délétere,
sinon elle est considérée comme tolérée. Le score d’'impact de prédiction de SIFT varie de 0 a
1, ou O représente une variation d’acide aminé tres délétere et 1 représente une variation

tolérée sans impact fonctionnel significatif.

PolyPhen (Polymorphism Phenotyping)'?® est basé sur deux types d’informations: des
informations physiques et comparatives. Les informations physiques concernent la facon dont
I'altération d’acides aminés peut affecter la structure de la protéine, par exemple en
introduisant des charges électriques supplémentaires ou en affectant la formation de liaisons
entre les acides aminés. Les informations comparatives sont utilisées pour déterminer si la
région affectée par l'altération d’acides aminés est conservée dans les protéines homologues
d’autres espéces. Le score de prédiction d'impact de PolyPhen varie de 0 a 1, ou O représente
une altération d’acides aminés bénigne et 1 représente une altération probablement délétere.

MetalR_rankscore'?*

est un score calculé en utilisant un algorithme d’apprentissage
automatique (machine learning) qui combine plusieurs caractéristiques biologiques et
fonctionnelles des variants telles que la conservation des acides aminés, I'impact sur la
structure protéique, I'effet sur les sites de liaison des ligands. Pour chaque variant génétique,
un score de rang compris entre 0 et 1 est généré. Un score de rang élevé indique une

probabilité plus élevée de pathogénicité.
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VEST3_rankscore (Variant Effect Scoring Tool)!?®> est calculé a I'aide d’un algorithme
d’apprentissage automatique qui utilise plusieurs caractéristiques des variants génétiques,
telles que leur localisation, leur impact sur la structure de la protéine, ainsi que leur fréquence
dans la population pour prédire leur potentiel pathogéene. Ce score utilise une approche de
régression logistique pour calculer un score compris entre 0 et 1. Un score élevé indique une
probabilité plus élevée de pathogénicité'?®. Les scores VEST3 ont été classés parmi tous les
scores VEST3 dans dbNSFP (base de SNP non synonymes). Le "rankscore" est le ratio du rang
du score sur le nombre total de scores VEST3 dans dbNSFP. En cas de plusieurs scores pour le

méme variant, le score le plus élevé (le plus dommageable) est présenté.

Tableau 2: Scores de pathogénicité

Probablement

N >30 >0,908
pathogene
: <0,05 >0,5 >0,5
P055|bler:r1ent >20 0,44<<0,908
pathogene
Possitfle-.ment <20
bénin
>0,05 <0,44 <0,5 <0,5
Probablement
<10

bénin

Au cours de notre étude, nous avons écarté les variants jugés « bénins » par 'ensemble des
scores de pathogénicité. Seuls les variants identifiés comme « probablement pathogenes », et
« pathogenes » par au moins I'un des scores de prédiction ont été conservés pour le reste de

I’étude.

C. Variants identifiés dans d’autres pathologies congénitales

En utilisant la base de données MIM_Phenotypes nous avons catégorisé les variants en
fonction des maladies connues auxquelles ils sont associés. MIM_Phenotypes a été créé par
la Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) qui est une base de données de référence sur
les genes et les maladies congénitales. MIM_Phenotypes répertorie des phénotypes cliniques
pour les variations génétiques et fournit des informations sur les genes et les mutations
associées a ces phénotypes. Dans notre analyse de filtrage du groupe FNMTC non

syndromique, nous avons utilisé cet outil pour identifier des variants déja connus dans
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d’autres pathologies congénitales, certains variants ont été exclu de I'étude et d’autre variants
d’intéréts présentant des scores de pathogénicité déléteres n’ont pas été exclus de I'étude, ils

ont été marqués par un asterix (*) dans la section résultat.

Enfin, nous avons examiné chaque variant filtré en fonction de son emplacement dans le
génome et de son impact protéique afin de déterminer son potentiel réle prédisposant dans

le cancer non médullaire de la thyroide.

5. Séquencage du géne FOXE1 par méthode Sanger

A. Amplification par polymérisation en chaine (PCR)

Dans notre étude, nous avons amplifier deux régions du gene FOXE1 (ENSTO0000375123.5)

qui présentaient une mauvaise couverture en séquencage NGS ciblé.

Tableau 3: Régions amplifiées du gene FOXEI dans le cadre de ['étude

323

Forward CAGGGATCACTTCCGGACC
2
Fragments 698 bp
(F2) 1020
Reverse AGCAGTCGTTGAGTGTGAGG
Fragments 3 Forward 926 CTACAAGTTCATCACCGA
(F3) 608 bp
Reverse 1533 CGTAGGCAGCCGCATAGG

Les réactions de PCR ont été préparées pour un volume final de 25uL avec comme réactifs :
1ul d’amorce forward et 1uL d’amorce reverse ; 12,5uL de polymérase Go TagG2 HotStart
Green mix (Thermo Scientific™) ; 5,5uL de bétaine et de 5uL d’ADN extrait pour les 11 patients
et 4 patients témoins.

Les séquences d’amorces présentées dans le tableau 3 ont été désignées dans notre
laboratoire a I'aide des séquences génomiques de la base de données Ensembl et des sites
Primer3Plus et SNPCheck V3 (Gene Tools). Pour chaque paire d’amorces, un témoin négatif a

été inclus pour le séquencage. Ce témoin était composé de tous les composants précédents,
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a I'exception de I’échantillon d’ADN qui a été remplacé par de 'eau. L’objectif étant de servir
de contréle pour détecter toute contamination éventuelle par de I’ADN.
L'amplification par réaction PCR a été faite sur thermocycleur (VeritiPro Thermofischer

Thermo Scientific™) selon les conditions suivantes :

Etapes Température Temps
Dénaturation 94°C 2min
W 95°C 45sec

ybridation : S6°C A5sec
35 cycles
72°C 1 min
Elongation 72°C 3min
Final 4-10°C oo

Apreés une série d’essais des paires d’amorces, on a constaté que I’hybridation était optimale

pour une température de 56°C pour les deux couples d’amorces.

B. Contréle des PCR sur gel d’agarose

L’électrophorése des produits de PCR sur gel d’agarose 2% permet de séparer et de visualiser
les fragments d’ADN amplifiés lors de la réaction. Cette méthode vérifie le succes de
I'amplification en déterminant la taille des fragments d’ADN en appliquant un champ
électrique qui sépare les molécules en fonction de leur poids moléculaire et de leur charge
électrique. Une anode et une cathode sont placées aux extrémités du gel d’agarose. Lorsque
le courant est appliqué, les fragments d’ADN chargés négativement migrent vers I'électrode

positive.

La gel est préparé en mélangeant de I'agarose en poudre avec un tampon de migration du TAE
(Tris-acétate-EDTA) et du GelRed un agent intercalant permettant la visualisation des
fragments d’ADN par fluorescence. Une fois le gel déposé dans la chambre d’électrophoreése,
un volume de 5uL de PCR a été déposé dans chaque puits du gel d’agarose et 3uL de marqueur
de poids moléculaire Gene Ruler 50 bp DNA ladder (ThermoFischer). Un champ électrique de
100V (+/- 10V) a été appliqué pendant 15 minutes. Un transilluminateur (Biorad) couplé a une
caméra vidéo et a un systéme informatique a été utilisé pour exposer le gel d’agarose a une

radiation lumineuse UV, permettant la visualisation des bandes d’ADN.
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C. Purification des produits de PCR

Le processus de purification de la PCR avec ExoFastAP (ThermoFisher) consiste a éliminer les
amorces et les nucléotides non incorporées présents dans les produits de PCR. Cette étape
essentielle permet d’éliminer les contaminants potentiels qui pourraient interférer avec la
réaction de séquencage ultérieure et donner des résultats non spécifiques. Pour cela, nous
avons utilisé une combinaison d’enzymes : Exonuclease | (Exo |) et phosphatase alcaline
thermosensible (FastAP). L'Exo | est une exonucléase qui dégrade spécifiquement I’ADN
monocaténaire (amorces non incorporées ou fragments d’ADN non amplifiés) en coupant les
liaisons phosphodiester entre les nucléotides adjacents. FastAP est une enzyme qui catalyse
la déphosphorylation des molécules d’ADN en libérant les groupes phosphate présents aux
extrémités 5’ et 3’. Un volume de 6L de ce mélange réactionnel est ajouté au produit PCR et
est incubé a une température de 37°C pendant 15 minutes afin d’éliminer les produits
contaminants. Apres l'incubation, ce mélange est chauffé a 85°C pendant 15 minutes afin

d’inactiver le mélange enzymatique.

D. Préparation de la réaction de séquence

Pour la réaction de séquengage nous avons utilisé un kit spécifique qui contient les réactifs
nécessaires pour fournir un environnement optimal : le BigDye™ Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Scientific™). Ce kit contient un composant important le Big Dye, un
mélange de ddNTPs marqués par fluorescence qui s’ajoutent a la réaction de séquencage et
permettent de stopper la synthése de I’ADN a des positions spécifiques permettant la lecture
de I'ADN par le séquenceur. Un volume de 3pulL de ce réactif est ajouté a 0,33uL d’amorces
forward ou reverse, spécifiques de la région d’ADN a séquencer et a 1uL de produit PCR
purifié. Ce mélange réactionnel est complété par un volume d’eau distillée stérile et de
tampon pour atteindre un volume final de 20uL. Les réactions de séquencage ont été
effectuée dans un thermocycleur pour un temps total de 120 minutes selon le programme

suivant :
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Dénaturation 96°C 10s
e 96°C 10s
ybridation : S0°C oS
25 cycles
60°C 4min
Final 4°C oo

E. Purification de la réaction de séquencage

La purification des réactions de séquencgage consiste a éliminer les composés indésirables tels
qgue les ddNTPS non incorporés afin d’obtenir des produits de séquencage de haute qualité.

La méthode que nous avons utilisée est la purification sur plaques Illustra AutoScreen-96. Le
principe de cette méthode repose sur |'utilisation de plaques a puits contenant des résines de
purification. Les contaminants tels que les résidus de réaction et les protéines présents dans
les échantillons sont éliminés par lavage des plaques et centrifugation. Des volumes
minimums de 15uL par échantillon purifiés ont été récoltés dans une plaque de séquencage

96 puits.

F. Séquencage ABI 5000XL

Les électrophoreses capillaires des produits de réaction de séquence purifiés sont réalisées
sur le séquenceur ABI 3500XL — Life Technologies. Une tension électrique est appliquée aux
capillaires. Les fragments d'ADN chargés négativement migrent vers I'anode en fonction de
leur taille et de leur charge. Pendant la migration des fragments le long des capillaires, un
laser est dirigé vers chaque fragment, provoquant I'émission de lumiere par les marqueurs
fluorescents quiy sont fixés. Les informations relatives a la longueur d'onde et a I'intensité de
cette lumiére émise sont ensuite capturées et enregistrées par le séquenceur. Ces données
de fluorescence sont ensuite traitées pour créer un chromatogramme, une représentation
graphique de la séquence d'ADN, dans lequel chaque pic correspond a une base nucléotidique
spécifique. L'interprétation de I'ordre des pics permet de lire la séquence!?’. L’ensemble des
chromatogrammes ont été alignés sur la séquence de référence du gene FOXEI1

(ENST00000375123.5) par le biais du site Multalin INRA??8,

41



VII. Résultats

1. Analyse en NGS ciblé

Nous avons intégré a I'étude trois familles présentant des manifestations cliniques

exclusivement thyroidiennes pour lesquelles des mutations du géne DICER1 ont été identifiées

en séquencgage NGS ciblé.

Dans la famille F1, 4 membres présentaient des goitres multinodulaires de la thyroide. La
patiente index (l11.2) a présenté un GMN a I’adge de 13 ans. Elle est porteuse de la mutation du
géne DICER1 sur I'exon 24 ¢.5315-5316delTT p.(Phel772Cysfs*6) a I'état hétérozygote. La
méme mutation a été identifiée chez le frere (lll.1) et le pere (ll.1), tous deux

asymptomatiques.
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Dans la famille F2, 3 membres présentaient des goitres multinodulaires de la thyroide. La
patiente index (111.2) a présenté un GMN et une dystrophie nodulaire et kystique de la thyroide
a I'dge de 13 ans. Elle est porteuse de la mutation du gene DICER1 sur I'exon 24 ¢.5347C>T
p.(GIn1783Stop) a I'état hétérozygote. La méme mutation a été identifiée chez le pere (I1.1)

lui aussi présentant un antécédent de goitre multinodulaire de la thyroide.
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Dans la famille F3, trois membres présentaient des carcinomes papillaires de la thyroide. Le
patient index (Ill.1) a présenté un PTC de la thyroide a I’dge de 24 ans. Il est porteur de la
mutation du géene DICER1 au niveau de l'exon 25 c¢.5504A>G p.(Tyr1835Cys) a I'état
hétérozygote. La méme mutation a été identifiée chez son frere (111.2) présentant également
un PTC réfractaire a I’age de 20 ans et chez sa mére (II.1) présentant des antécédents de micro-
carcinomes papillaires. Cette mutation a également été identifiée dans la famille chez 4
membres asymptomatiques : la grand-mere (1.2), I'oncle maternelle (I1.3), sa fille (111.4) et son

fils (IV.1)

L'analyse en NGS ciblé n’a pas permis d’identifier de variant pathogéne pour les 11 autres
patients présentés dans le tableau 1. Les résultats du séquencage en exome complet (WES)
sont présentés dans le chapitre suivant. Notre étude des fichiers WES s’est déroulée en deux
étape. Une premiere étape d’analyse pour identifier les variants de génes connus dans les
pathologies thyroidiennes et une deuxieme étape de filtrage pour identifier de nouveaux

variants de prédisposition au FNMTC.
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2. Analyse des fichiers WES

Nous avons analysé chaque fichier VCF pour identifier les genes associés au développement
de pathologies thyroidiennes et donc potentiellement prédisposant au FNMTC chez chaque
patient. Nous avons regroupé les patients en fonction des manifestations cliniques qu’ils
présentaient :
e FNMTC syndromique : le groupe LRG, constitué des trois patient L, R, G et la famille L
constituée des membres L1 et L2.
e FNMTC non syndromique : le groupe SMIT, constitué des quatre patients S, M, J, T et
la famille B constituée des membres B1 et B2.
Dans cette partie, nous présentons les variants faux- sens ou en régions codantes ainsi que les
variants identifiés comme déléteres ou potentiellement délétéres par les scores de
pathogénicité. Les variants présentant des scores en faveur d’'une absence de pathogénicité

sont présentés en Annexe 1.

A. FNMTC syndromique

i.  Groupe LRG

Pour le patient L, nous avons identifié 15 variants associés au développement de pathologies
thyroidiennes. Deux variants sont des variants faux-sens (tableau 4). Le variant du géne ATM
€.6067G>A p.(Gly2023Arg)

présente un score SIFT en faveur d’une pathogénicité avérée. Le variant du géne TPO

€.2515G>A p.(Val839lle) présente des scores MetalR et VEST3>0,5.

Tableau 4: Variants faux-sens associés au développement de pathologies thyroidiennes identifiés chez le patient L.

NM_000051.3  missense_variant €.6067G>A p.(Gly2023Arg) 27.7 de'erg;"“‘s benign(0.341)  0.08916  0.87744 05152 68

TPO  NM_001206744.2 missense_variant €.2515G>A p.(Valg3dlle) 3.881 t°'(f]'§t)e" benign(0.003)  0.87506  0.65644 05 77 154

1: AF : Fréquence allélique ; AD : profondeur allélique ; DP : profondeur de lecture.

Le patient R ne présentait pas de variant délétére. Nous avons identifié uniguement un variant

en région intronique du géne CHEK2 c.1591-54T>C, associé a un score CADD < 20.
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Pour la patient G, nous avons identifié 17 variants associés au développement de pathologies
thyroidiennes. Le variant du géne RET c.580C>T p.(GIn194Ter) présente un score CADD> 30 en

faveur d’une pathogénicité avérée (tableau 5).

Tableau 5: Variant en région codante identifié chez le patient G.

RET NM_020975.6 stop_gained €.580C>T p.(GIn194Ter) 37 0,0215 4 186

ii. Famille L

Pour le patient L1, nous avons identifié 11 variants associés aux pathologies thyroidiennes. Un
variant synonyme du gene /RS4 c.60_63delinsAGCA p.(AlaAla20=), présente un score CADD a

21,8 en faveur d’une potentielle pathogénicité (tableau 6).

Tableau 6: Variant associé aux pathologies thyroidiennes identifié chez le patient L1.

IRS4 NM_003604.2 synonymous_variant ¢.60_63delinsAGCA p-(AlaAla20=) 21.8 0,475 38 80

Pour le patient L2, nous avons identifié 19 variants associés aux pathologies thyroidiennes. Les
deux variants du gene ATM ¢.5558A>T p.(Asp1853Val) et ¢.1229T>C p.(Val410Ala) présentent
des scores de pathogénicité déléteres. Le variant du gene SRGAP1 c.2837G>A p.(Gly946Asp)

présente un score VEST3 en faveur d’une pathogénicité avérée (tableau 7).

Tableau 7: Variants faux- sens associés aux pathologies thyroidiennes identifiés chez le patient L2.

possibly_damaging

ATM NM_000051.3 missense_variant ¢.5558A>T p.(Asp1853Val) 24.2 deleterious(0) (0.848) 0.69822 0.92624  0,5063
ATM NM_000051.3 missense_variant €.1229T>C p.(Val410Ala) 233 deleterious(0) p°55'b%-gg;"ag'"g 0.04041 077589 0,3929 33 84
tolerated_low_
SRGAP1 NM_020762.4 missense_variant c.2837G>A p.(Gly946Asp) 22.9 confidence benign(0.075) 0.17488 0.53206 0,4717 25 53

(0.07)
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Nous avons également identifié un variant synonyme du gene IRS4 c.60_63delinsAGCA
p.(AlaAla20=), gene décrit dans les hypothyroidies congénitales qui présente un score CADD

en faveur d’une possible pathogénicité (tableau 8).

Tableau 8: Variant synonyme identifié chez le patient L2.

IRS4 NM_003604.2 synonymous_variant ¢.60_63delinsAGCA p-(AlaAla20=) 21.8 0,9762 41 42

B. FNMTC non syndromique

i. Groupe SMJT

Pour le patient S, nous avons identifié 16 variants associés au développement de pathologies
thyroidiennes. Le variant du géne GLIS3 c.2060C>T p.(Ser687Phe) présente des scores de

pathogénicité délétéres (tableau 9).

Tableau 9: Variant faux-sens associé aux pathologies thyroidiennes identifié chez le patient S.

deleterious probably_damaging

(0.03) (0.99) 0.59844 0.84731  0,4519 47

GLIS3 NM_001042413.2  missense_variant €.2060C>T p.(Ser687Phe)

Pour le patient M, nous avons identifié 48 variants associés aux pathologies thyroidiennes.
Vingt-deux variants sont des variants faux-sens. Dix variants présentent au moins 4 scores en
faveur d’'une pathogénicité avérée (tableau 10). Les variants des génes FKBP10 c.1442A>T
p.(Glu481Val), SRGAP1 c.2777C>T p.(Ser926Phe) et NKX2-5 c.446A>T p.(GIn149Leu)

présentent 5 scores en faveur d’une pathogénicité.
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Tableau 10: Variants faux-sens associés aux pathologies thyroidiennes identifiés chez le patient M.

FKBP10 NM_021939.4  missense_variant €.1442A5T p.(Glu481Val) 32 de'e:g)”m’s pmbab"’(—l‘;amag'"g 0.84839 085341 0,0206 4 194
SRGAP1 NM_020762.4  missense_variant €2777C5T p.(Ser926Phe) 31 de":)tzrl';’”s( pr°ba'zg’§ﬁ;"ag'"g 047954 080242 00317 4 126
NKX2-5 NM_004387.4  missense_variant C.446A5T p.(GIn149Leu) 30 de'e:g)”m’s pmbalzg’;g;')"ag'"g 099287 096665 00435 5 115
NKX2-5 NM_004387.4  missense_variant C.440AST p.(GIn147Leu) 296 de'efz)”m’s ”'°ba%"5‘;:’)"ag'"g 097048  0.82245 00357 4 112
HABP2 NM_004132.5  missense_variant €.1513T>A p.(Cys5055er) 29.2 de'e:(e))”m’s p'°bab"’(—1‘;a"‘ag'"g 098736 099053 0,0755 4 53
CASR NM_001178065.2  missense_variant €.2494A5T p.(1le832Phe) 28.0 de'efg)”m’s ’"°"alzg’§‘;;')“ag'"g 094877 093672 00187 4 214
SLC5A5 NM_000453.3  missense_variant €.127A5T p.(Serd3Cys) 273 de'etg)”“s p'°balzg’§‘;;')“ag'"g 0.90680  0.38203 0,0769 4 52
PLEKHG5 NM_001265592.1  missense_variant €.1802T>A p.(Ile601Asn) 272 de'efg)”m’s p""’alzg";‘;;')"ag'"g 072868 074353 0,0191 4 209
HRAS NM_001130442.2  missense_variant €171T>A p.(Asp57Glu) 244 de'etg)”“s p'°balzg’§‘;;;"ag'"g 092543 094141 0,019 4 210
TPO NM_001206744.2  missense_variant €.2422T>A p.(Cys808Ser) 237 delefg)m"s pmbab('g-;;mag'"g 099770 079685 0,213 4 188

Pour le patient J, nous avons identifié 19 variants associés au développement de pathologies
thyroidiennes. Le variant faux-sens du gene SEC23B c.470T>A p.(Leul57His) présente des

scores en faveur d’'une pathogénicité (tableau 11).

Tableau 11: Variant faux-sens associé aux pathologies thyroidiennes identifiés chez le patient J.

deleterious  probably_damaging

SEC23B  NM_001172745.3 missense_variant c.470T>A p.(Leu157His) 27.5 (0.02) (0.942)

0.87035 0.86792 0,048 6 125

Pour le patient T, nous avons identifié 23 variants. Les trois variants faux-sens des génes TSHB
€.374G>A p.(Cys125Tyr), SEC23B c.470T>A p.(Leul57His) et CHEK2 c.1556C>T p.(Thr519Met)

présentent au moins 4 scores en faveur d’une pathogénicité (tableau 12).

Tableau 12: Variants faux-sens associés aux pathologies thyroidiennes identifiés chez le patient T.

deleterious  probably_damaging

TSHB NM_000549.5 missense_variant c.374G>A p.Cys125Tyr 29.0 ©) ) 0.86632 0.99915  0,4474 17 38
SEC23B  NM_0011727453  missense_variant C.470T>A p.Leul57His 275 de'(eotg"z';’“s p’°ba7g’5‘iaz';“g'”g 087035 086792 00355 6 169
CHEK2  NM_001005735.2  missense_variant ¢.1556C>T p.Thr519Met 256 deleterious(o) PrOPRPNV-damaging o ocor 08051 04828 HMZ 116

(0.99)
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ii. Famille B

Pour le patient B1, nous avons identifié 8 variants associés au développement de pathologies
thyroidiennes. Le variant du gene IRS4 c.60_63delinsAGCA p.(AlaAla20=) présente un score

CADD en faveur d’une potentielle pathogénicité (tableau 13).

Tableau 13: Variant associé aux pathologies thyroidiennes identifié chez le patient B1.

IRS4 NM_003604.2 synonymous_variant  c.60_63delinsAGCA p.(AlaAla20=) 21.8 0,5281 47 89

Pour le patient B2, nous avons identifié 17 variants associés aux pathologies thyroidiennes.
Deux variants sont des variants faux- sens (tableau 14). Le variant du gene TSHR c.793C>A
p.(Leu265lle) présente un score MetalLR>0,5 en faveur d’une pathogénicité et un score CADD
>20 en faveur d’une potentielle pathogénicité. Le variant du géne [RS4 c.1802A>T

p.(Asp601Val) présente uniqguement un score SIFT en faveur d’un pathogénicité.

Tableau 14: Variants faux-sens associés aux pathologies thyroidiennes identifiés chez le patient B2.

NM_000369.3 missense_variant c.793C>A p.(Leu265lle) 0.4 tolerated(0.1) benign(0.003) 0.54076 0.09211  0,0412 4

IRS4 i f deleterious_low_

NM_003604.2 missense_variant €.1802A>T p.(Asp601Val) 15.34 9 benign(0.157) 0.38779 0.26870  0,4333 39 90
confidence(0)

Nous avons identifié également deux variants synonymes (tableau 15). Le variant du gene /IRS4
€.60_63delinsAGCA p.(AlaAla20=) présente un score CADD>20 en faveur d’une potentielle
pathogénicité.

Tableau 15: Variants synonymes identifiés chez le patient B2

IRS4 NM_003604.2 synonymous_variant  c.60_63delinsAGCA p-(AlaAla20=) 21.8 0,5281 47 89
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L’analyse des fichiers WES a révélé une prévalence de mutations sur les genes CHEK2 (10%) et
PLEKHGS5 (9%). On note également que CHEK2 et DUOX2 affichent tous les deux les taux les

plus élevé de mutations faux-sens a 1,9%.

Figure 15: Synthese de l’ensemble des variants identifiés chez les patients par séquengcage WES.

Les génes IRS4 (3,12%), ATM (1,2%) et TPO (1,2%) affichent les taux plus élevés de mutations

considérés comme déléteres par les scores de pathogénicité.

A noter également qu’aucune corrélation n’a été observée entre le nombre de mutations et

les manifestations cliniques ou I’adge ou le sexe des patients.
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3. Filtrage des données de séquencage WES

La stratégie de filtrage utilisée pour identifier de nouveaux variants de prédisposition dans les

groupes FNMTC syndromiques et non syndromiques est présentée dans la figure 16.

Nombre de variants initiaux :

Nombre de variants initiaux : Nombre de variants initiaux

Nombre de variants initiaux

J: 6614 M: 16575 L:7385 R: 2848 Famille L: Famille B:
T: 7417 S: 6202 G: 6579 L1:4958 L2: 6327 B1:5508 B2: 6195
| I
p
Nombre de variants communs Nombre de variants communs Nombre de variants communs Nombre de variants communs
1758 1312 2921 3390
‘ | | | |
2 patients atteints de pathologie constitutionnelle métabolique : 7848 variants
Filtrage 2 patients atteints de pathologie constitutionnelle paragangliomale : 7536 variants
5 patients atteints de tubulopathies rénales constitutionnelles : 1490 variants
|_ ______ A |_ ________________ —l __________ 819 valriants filtrés
36 variants filtrés : 45 variants filtrés U i ‘[ 719 variants filtrés ] ( ]
6 variants avec DP<30 | 29 variants avec DP<30 E I |
30 variants d’intéréts :i— 16 variants d’intéréts ' Filtrage ~ TEMOIN 1: 5468
IE i TEMOIN 2: 4088
14 missense variant 'g 10 missense variant i I !

* 2 synonymous variant :E 1 synonymous variant - / 422 variants filtrés / 492 variants filtrés \

* 8intron variant 12 3 intron variant E 159 variants avec DP<30 113 variants avec DP<30

* 3 non coding transcript exon variant | | 2 non coding transcript exon :125 263 variants d’intéréts 379 variants d’intéréts

3 inframe deletion | variant :é * 86 missense variant * 154 missense variant

{ 1 * 64 synonymous variant * 86 synonymous_variant
| H * 85 intron variant * 91 intron variant
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Figure 16: Méthode de filtrage appliquée aux formes syndromiques et non syndromiques de FNMTC.

51



A. Filtrage des groupes prédisposés aux FNMTC syndromiques

I. Groupe LRG

Dans ce groupe nous avons d’abord identifié 1312 variants communs entre les 3 patients

LRG (figure 17).

Figure 17: VennDiagram du nombre de variants communs entre les patients du groupe LRG prédisposés aux FNMTC
syndromiques.

Dans un second temps, nous avons comparé les variants communs dans le groupe LRG avec
les variants des patients témoins. Nous avons identifié 45 variants spécifiques aux groupes

LRG (figure 18).
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Figure 18: Venndiagram comparatif du groupe LRG vs témoins, représentant 45 variants spécifiques au groupe LRG.

Parmi les 45 variants spécifiques au groupe LRG, 29 variants avec une profondeur de lecture

DP< 30 ont été exclus de I'’étude. Nous avons donc caractérisé 16 variants d’intéréts.

Figure 19: Synthese des variants identifiés par filtrage WES dans le groupe LRG.
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Sur 'ensemble des 16 variants restant (figure 19) :

e Le variant du gene ANKRD36C c.5566C>T p.(Leul856Phe) présente des scores SIFT et
PolyPhen en faveur d’une pathogénicité et un score CADD>20 en faveur d’une possible
pathogénicité (tableau 16). ANKRD36C (ankyrin repeat domain 36C) code pour une
protéine qui contient des répétitions d'ankyrine. Les protéines ankyrines sont

impliquées dans I'ancrage des protéines membranaires!?°,

Tableau 16: Variant présentant des scores de pathogénicité déléteres dans le groupe LRG.

Possibly
ANKRD36C ~ NM_001310154.3 missense_variant c5566C>T  p.(Leul856Phe) 227 Deleterious , 1aging 021223 02564 01182 24 203

00:) (0.773)

e 2 variants présentent des scores SIFT <0,05 en faveur d’une pathogénicité. Le variant
du gene ANKRD36B ¢.3193C>T p.(Leul065Phe) et le variant du gene MUC6 c.6016C>A
p.(Pro2006Thr) (Tableau 17). ANKRD36B fait également partie de la famille ANKRD36.
MUC6 (Mucin 6, Oligomeric Mucus/Gel-Forming) code pour la protéine mucine 6, qui
a la capacité de former des glycoprotéines mucineuses, jouant un role essentiel dans

la protection des muqueuses!®,

Tableau 17: Variants présentant des scores SIFT <0,05 dans le groupe LRG.

ANKRD36B  NM_025190.3  missense_variant €.3193C>T p.(Leul065Phe)  9.590 de'(eotgg‘)’“s benign(0.3) 0.17928 0,1765 6 34

deleterious benign

i i .(Pro2006Th 5.119
mMuce NM_005961.3 missense_variant c.6016C>A p.(Pro r) (0.01) (0.007)

0.10057 0.0967 0,2396 23 96

e 3 variants ne présentent pas d’informations de scores associées (tableau 19). TEKT4
Code pour la protéine téktine 4. TEKT4 est impliqué dans la formation et la stabilisation
des microtubules des cils et des flagelles, essentielles pour leur capacité a générer un

mouvement!3!, TEKT4P2 est un pseudogéne, une séquence d'ADN non fonctionnelle.

Tableau 18: Variants ne présentant pas de scores de pathogénicité identifiés dans le groupe LRG.

TEKT4 NM_144705.4 missense_variant €.1209_1213delinsTGTTA p.(lle404_Ala405delinsValThr) 0,1089 22
TEKT4P2 NR_038327.2 non_coding_transcript_exon_variant  n.1523_1526delinsACCC 0,0885 40 452
TEKT4P2 NR_038327.2 non_coding_transcript_exon_variant n.1385C>T 0,0738 9 122
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Les 10 autres variants présentent des scores CADD<20 en faveur d’une absence de

pathogénicité (Annexe 2)

il Famille L

Pour les deux membres de la famille L nous avons d’abord identifié 2921 variants communs

(figure 20).

Figure 20 : VennDiagram du nombre de variants communs entre les deux membres de la famille L.
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Dans un second temps, nous avons comparé les variants communs dans la famille L avec les

variants témoins. Nous avons identifié 422 variants spécifiques a la famille L (figure 21).

Figure 21: Venndiagram comparatif de la famille L1/L2 vs témoins, représentant 422 variants spécifiques a la famille L.

Parmi les 422 variants spécifiques a la famille L, 159 variants avec une profondeur de lecture
DP< 30 ont été exclus de I’étude. Sur le total des 263 variants restants, nous avons 108 variants

dans des régions codantes et 155 variants de régions non codantes.
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Sur I’'ensemble de ces 267 variants :

e 7 variants présentent un score CADD >30 (Tableau 19)

Tableau 19: Variants identifiés avec un score CADD>30 chez les membres de la famille L.

deleterious possibly_damaging

CDC27 NM_001114091.4 missense_variant c.1913C>A p.(Pro638His) 0.83489 0.72752  0,0276

() (0.779)
GSTO1  NM_004832.3 missense_variant €.95G>A p.(Cys32Tyr) 33 de'e:g)”"us p'°bab('é—9d;)mag'"g 070556  0.99268 0,3684 28 76
PRPFA0B NM_001031698.2  missense_variant ~ c.1528C>T  p.(Arg510Cys) 34 de'e:g)”m‘s p’°ba'z3’§g;')“ag'“g 0.63558  0.88389 04811 51 106
BTD  NM_001281723.3  missense_variant  c.1552C5T  p.(Arg518Cys) 31 de'erg)”"us pmbab"’(—l‘;amag'"g 097451 095814 05938 19 32
MFSD4A  NM_18l6a45 issensevariant& 689A>G (Asn230Ser) 32 deleterious  probably_damaging o ceo7 o457 038 19 50
= ) splice_region_variant ¢ p-{Asn er (0.01) (0.984) . ) 4

ROBO4 NM_019055.6 stop_gained €.2965A>T p.(Arg989Ter) 39 0,5268 59 112
EPB41L4A NM_001347887.2  frameshift_variant c.10_11del p.(Phe4LeufsTerl6) 33 0,5172 30 58

- €DC27 (Cell Division Cycle 27) code pour une protéine impliquée la régulation de I'entrée
en mitose. Elle fait partie du complexe APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome),
qui contréle la progression du cycle cellulaire en marquant des protéines pour leur
dégradation'3?,

- GSTO1 (Glutathione S-Transferase Omega 1) code pour une enzyme de la famille des
glutathion S-transférases, qui joue un role dans la détoxification cellulaire en conjuguant
le glutathion a des substances toxiques'33. Cette enzyme contribue a la protection des
cellules contre les dommages oxydatifs!34.

- PRPF40B (Pre-MRNA Processing Factor 40B) code pour une protéine impliquée dans le
traitement pré-ARNm. Elle participe a I'épissage alternatif cruciale pour la synthése de
protéines fonctionnelles'3>,

- BTD (Biotinidase) code pour |'enzyme biotinidase, qui joue un role dans le métabolisme
de la biotine (vitamine B). L'enzyme BTD libere la biotine des protéines alimentaires et
des protéines du corps, permettant ainsi son utilisation par I'organisme?36,

- MFSD4A (Major Facilitator Superfamily Domain-Containing Protein 4A) code pour une
protéine impliquée dans le transport de différentes substances dont le glucose a travers
les membranes cellulaires'®’.

- ROBO4 (Roundabout Guidance Receptor 4) code pour le récepteur ROBO4, qui est

impliqué dans la néo-angiogenése!38,
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EPB41L4A (Erythrocyte Membrane Protein Band 4.1 Like 4A) code pour une protéine qui
est impliquée dans la régulation des interactions entre le cytosquelette et la membrane
plasmique des érythrocytes. Elle serait aussi impliquée dans la voie de signalisation de la

B-caténine®®®,

e 7 variants présentent 5 scores en faveur d’une pathogénicité : CADD> 20, SIFT<0,05,

PolyPhen>0,5, MetalLR>0,5 et VEST3>0,5 (Tableau 20).

Tableau 20: Variants identifiés avec un score CADD>20 et au moins 2 autres scores pathogenes chez les membres de la

famille L.

possibly_damaging

SMPD1 NM_000543.5 missense_variant ¢.1550A>T p.(Glu517Val) 4.5 deleterious(0) (0.804)

0.61926 0.90027 0,4694

probably_damaging

B3GAT1 NM_001367973.1 missense_variant ¢.1041C>G p.(lle347Met) 24.5 deleterious(0) (0.929)

0.70572 0.67754 0,5 56 112

deleterious possibly_damaging

MST1 NM_020998.3 missense_variant c.2078T>G p.(lle693Arg) 26.5 0.77848 0.93555 0,1038 11 106

(0.02) (0.648)
KRT35 NM_002280.4 missense_variant c841C>T  p.(Arg281Cys) 28.1 de'(eot;'ai‘)’us pr°batzgg‘;as')"agi”g 096587 073171 0,5904 49 83
KRT39 NM_213656.4 missense_variant €.286G>A p.(Glug6Lys) 283  deleterious(0) p'°balzg’_5‘;a8;"agi"g 096944  0.64866 0,5752 65 113
CHRND  NM_000751.3 missense_variant  c.1400G>A  p.(Argd67His) 28.4 de'(e()ff)'li;’“s pr°bal:ggj‘;')“agi”g 089621  0.80997 04522 52 115
KLK5 NM_012427.5 missense_variant c775G>A  p.(Val259Met) 253 deleterious(0) ProPabl_damaging g og55 gcgses 03721 16 43

(0.999)

- SMPD1 (Sphingomyelin Phosphodiesterase 1) code pour I'enzyme sphingomyélinase, qui
joue un réle crucial dans la conversion des sphingomyélines en céramides4°.

- B3GAT1 (Beta-1,3-Glucuronyltransferase 1) code pour une enzyme impliquée dans la
biosynthése de I'épitope CD57 des HNK-1 ( (Human Natural killer-1) 41,

- MST1 (Macrophage Stimulating 1) code pour une protéine impliquée dans la régulation
de la réponse immunitaire et de la migration des cellules immunitaires, en particulier des
macrophages!*?.

- KRT35 (Keratin 35) et KRT39 (Keratin 39) codent pour des protéines de type kératine. Les
kératines fournissent une résistance mécanique et structurelle aux tissus*3.

- CHRND (Cholinergic Receptor Nicotinic Delta Subunit) code pour la sous-unité delta d'un

récepteur nicotinique cholinergique, impliqué dans la transmission synaptique'#4.
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- KLK5 (Kallikrein-Related Peptidase 5) code pour une enzyme kallikréine, qui est une

protéase impliquée dans la régulation de la coagulation sanguine'®, de la réponse

immunitaire et de la dégradation des protéines“®,

e 3 variants présentent des scores SIFT<0,05 en faveur d’'une pathogénicité avérée et un
score PolyPhen >0,44 en faveur d’une potentielle pathogénicité (Tableau 21). Les

variants du gene ANKRD36C et PKD1L2 présente également un score CADD>20.

Tableau 21: Variants présentant un score SIFT en faveur d'une pathogénicité avérée chez les membres de la famille L

PKD1L2 NM_001278425.2 missense_variant - 228|2m52:83de p.(Thr761Lys) 26.4 deleterious(0) probatzloygt;ir)naglng
ANKRD36C  NM_001310154.3 missense_variant €5566C>T  p.(Leul856Phe) 227 deleterious(0.03) p°55ib('(‘)'j7d733';‘agi"g 021223 025644 0,03871 6 155
CBY3  NM_0011644442  missense_variant C614A>G  p.(Asn205Ser)  18.09 de'(‘zt_:rzi;’us p°55ib('g_—4‘;a7”)’agi"g 017063  0.01415 04872 38 78
OR11H12 NM_001013354.1  missense_variant c418G>A  p.(Alal40Thr)  16.70 de'g;’;;’us p°55il’('g:‘iasr;‘agi"g 004699 036536 02632 10 38

- PKD1L2 (Polycystic Kidney Disease 1 Like 2) fait partie de la famille des génes PKD, connu
pour étre impliqué dans les maladies rénales kystiques héréditaires'#’,

- CBY3 (Chibby Family Member 3) code pour une protéine appelée Chibby 3. Les protéines
Cby sont impliquée dans la régulation de la voie de signalisation Wnt. Elles agissent
comme un modulateur négatif de la voie Wnt en se liant a la B-caténine et en empéchant
son interaction avec les facteurs de transcription impliqués dans la régulation génique*®.

- OR11H12 (Olfactory Receptor Family 11 Subfamily H Member 12) code pour une
protéine des récepteurs olfactifs. lls partagent une structure de domaine a avec de
nombreux récepteurs neurotransmetteurs et hormonaux et sont responsables de la

reconnaissance et de la transduction médiée par la protéine G des signaux odorants#°.

e 5variants ne présentent pas de score pathogéne mais peuvent étre prédisposant chez
les membres de la famille L, pour une association entre cancers du sein et cancers de

la thyroides non médullaires (tableau 22).
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Tableau 22: Variants ne présentant pas de score de pathogénicité avérée, mais pouvant étre associés aux NMTC
syndromique chez les membres de la famille L.

NCAPH2 ~NM_001185011.2  missense_variant c383G>A  p.(Argl28GIn)  12.85 tolerated(0.61) p°ss'b'g 7‘ia4mag'"g 0.46137  0.25146
RET NM_020975.6  3_prime_UTR_variant  c.*29C>A 13.67 05172 45 87
BRCA1 NM_007300.4  3_prime_UTR_variant  c.*815C>T 0.228 05676 21 37
XPC NM_004628.4  3_prime_UTR_variant  c.*565T>G 6.991 03279 20 61
TEKT5 NM_144674.2 missense_variant c.178A>G p.(Asn60Asp) 0.169  tolerated(0.23) benign(0) 0.02206 0.06650 0,4474 17 38

- NCAPH2 (Non-SMC Condensin Il Complex Subunit H2) fait partie du complexe de
condensine Il, impliqué dans la compaction de I'ADN pendant la division cellulaire®°.

- RET (Récepteur Tyrosine Kinase) code pour un récepteur de tyrosine kinase impliqué dans
le développement dans la régulation de la croissance cellulaire.

- BRCAI1 (Breast Cancer 1) est un gene suppresseur de tumeur, associé a un risque accru
de cancer du sein et de l'ovaire en cas de mutation. Il est impliqué dans la réparation de
I'ADN et la régulation de la division cellulaire®?.

- XPC (Xeroderma Pigmentosum Group C) fait partie du systéme de réparation de I'ADN et
est essentiel pour la détection et la réparation des dommages causés a I'ADN par les

rayons UV et d'autres agents mutagénes®?.

fi. Variants communs dans le groupe FNMTC syndromique

Nous avons identifié 6 variants communs entre le groupe LRG et les membres de la famille L.
Cing variants faux-sens :

e ANKRD36C c.5566C>T p.(Leu1856Phe)

o TEKT4 c.1209_1213delinsTGTTA p.(lle404_Ala405delinsValThr)

e MUC6 c.6016C>A p.(Pro2006Thr)

e DNDI1 c.1046C>G p.(Thr349Ser)

e HLA-DRBI1 c.41_42delinsTT p.(Alal4Val)
Un variant de pseudogéne : TEKT4P2 n.1523_1526delinsACCC
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B. Filtrage des groupes prédisposés aux FNMTC non syndromiques

I. Groupe SMJT

Dans ce groupe nous avons d’abord identifié 1758 variants communs entre les 4 patients S,

M, J, T (figure 22).

Figure 22: : VennDiagram du nombre de variants communs entre les patients du groupe SMJT prédisposés aux FNMTC non
syndromiques.

Dans un second temps, nous avons comparé les variants communs dans le groupe SMJT avec

les variants témoins. Nous avons 36 variants spécifiques aux groupes SMJT (figure 23).
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Figure 23: Venndiagram comparatif du groupe SMJT vs témoins, représentant 36 variants spécifiques au groupe SMJT.

Parmi les 36 variants spécifiques au groupe SMIT, 6 variants avec une profondeur de lecture

DP< 30 ont été exclus de I'étude. Nous avons donc 30 variants d’intéréts (figure 24).

Figure 24: Synthese des variants identifiés par filtrage WES dans le groupe SMJT.
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Pour les 30 variants filtrés (figure 24) :

e 1 variants présente un score CADD>30 (Tableau 23).

Tableau 23: Variant identifié avec un score CADD>30) chez les patients du groupe SMJT.

IGSF3*  NM_001542.4 missense_variant  c.1345C>T  p.(Argd49Cys) 31 de'(%'f)'s")"‘s p°ss";2':;6";ag'"g 0.03054

0.36114 0,1684 16

- IGSF3 (Immunoglobulin Superfamily Member 3) code pour une protéine de la
superfamille des immunoglobulines. Une mutation de ce géne a été associée a une

obstruction bilatérale du canal nasolacrimal (LCDD) par nos données OMIM*>3,

e 2 variants présentent un score CADD >20 et au moins 1 autre score pathogéne

(Tableau24).

Tableau 24: Variants présentant un score CADD >20 et au moins 1 autre score pathogene chez les patients du groupe SMJT.

possibly

ANKRD36C NM_001310154.3 missense_variant €.5566C>T p.(Leu1856Phe) 22.7 deleterious(0.03) damaging 0.21223 0.25644 0,0617 10 162
(0.773)

PABPC3  NM_030979.2  missense_variant .83205T p.(Arg278Cys) 230  deleterious(0.04) (l:fg;gzn) 011838 037165 0,1169 9 77

- PAPC3 (Poly(A) RNA Polymerase C3) code pour une sous-unité de I'ARN polymérase
poly(A) C, une enzyme impliquée dans la régulation de la polyadénylation des ARN

messagers*,

e 4 variants présentent uniqguement un score CADD> 20 (Tableau 25).

Tableau 25: Variants présentant un score CADD>20 chez les patients du groupe SMJT.

KCNJ12 NM_021012.5 missense_variant c.116_119delinsAGCA  p.(Arg39_Arg40delinsGInHis)  22.9 0,1654 65 393
MAML3 NM_018717.5 inframe_deletion c.2311_2316del p.(GIn771_GIn772del) 21.9 0,0926 5 54
PPARGC1B NM_133263.4 inframe_deletion €.2395_2397del p.(Ser799del) 21.5 0,032 4 125
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- KCNJ12 (Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 12) code pour une
sous-unité de canal potassique. Elle est impliquée dans le transport de potassium a
travers la membrane cellulaire>.

-  MAML3 (Mastermind Like Transcriptional Coactivator 3) code pour un coactivateur
transcriptionnel impliqué dans la voie de signalisation Notch et la régulation de
I'expression de genes cibles par régulation positive de la transcription par I'ARN
polymérase 111>,

- PPARGCI1B (PPARG Coactivator 1 Beta) code pour une protéine coactivateur qui régule

I'activité de plusieurs facteurs de transcription et récepteurs nucléaires®®’.

il Famille B

Pour les deux membres de la famille B, nous avons d’abord identifié 3390 variants communs

(figure 25).

Figure 25: VennDiagram du nombre de variants communs entre les deux membres de la famille B.
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Dans un second temps, nous avons comparé les variants communs dans la famille B avec les

variants témoins. Nous avons identifié 492 variants spécifiques a la famille B (figure 26).

Figure 26: Venndiagram comparatif de la famille B1/B2 vs témoins, représentant 492 variants spécifiques a la famille B.

Parmi les 492 variants spécifiques a la famille L, 113 variants avec une profondeur de lecture
DP< 30 ont été exclus de I’étude. Sur le total des 379 variants restants, nous avons 190 variants

en régions codantes et 189 variants en régions non codantes.
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Sur I’'ensemble de ces 372 variants filtrés :

e 10 variants présentent un score CADD >30 (Tableau 26).

Tableau 26: Variants identifiés avec un score CADD>30 chez les membres de la famille B.

probably_damaging

ABCA4* NM_000350.3 missense_variant c.3322C>T p.(Arg1108Cys) deleterious(0) (0.937)

0.97252 0.97519  0,4737

deleterious probably_damaging

CILP* NM_003613.4 missense_variant c.284G>A p.(Arg95GIn) 31 (0.01) (0.998) 0.38163 0.78491 0,42 57 133
IGSF3* NM_001542.4  missense_variant €.1345C>T p.Argd49Cys 31 del(%t;':‘)’”s p°55]?gggg;agi"g 003054 036114 034188 40 117
OR2T12 NM_001004692.1 stop_gained c.498T>G p.(Tyr166Ter) 35 0,1351 5 37
HMCN2 NM_001291815.2 frameshift_variant c¢.11959_11960del p.(Leu3987AspfsTer?) 33 0,375 15 40
DDIT4L NM_145244.4 frameshift_variant c.539_540delinsG  p.(Lys180SerfsTer5) 34 0,375 21 56
NOP2 NM_001258309.2 stop_gained c.2338C>T p.(GIn780Ter) 35 0,4873 96 197
ACSBG1 NM_015162.5 stop_gained c.191C>A p.(Ser64Ter) 33 0,53 53 100
XYLB NM_001349178.2 stop_gained&splice c.1348C>T p.(GIn450Ter) 45 0,4603 29 63
_region_variant
USP54 NM_152586.3 stop_gained c.4183C>T p.(Arg1395Ter) 39 0,6275 32 51

- ABCA4 (ATP-Binding Cassette Sub-Family A Member 4) code pour une protéine
transporteur impliquée dans le transport de lipides dans les cellules rétiniennes. Les
mutations dans ce géne sont associées a la dégénérescence maculaire liée a I'dge (DMLA)
et a la rétinite pigmentaire®8,

- CILP (Cartilage Intermediate Layer Protein) code pour la protéine CILP, qui est
principalement exprimée dans les tissus cartilagineux et est impliquée dans la régulation
de la matrice extracellulaire dans le cartilage®°.

- OR2T12 (Olfactory Receptor Family 2 Subfamily T Member 12) code pour un récepteur
olfactif'e0

- HMCN2 (Hemicentin-2) code pour la protéine hemicentin-2, qui est constituant de la
matrice extracellulaire, notamment dans les tissus conjonctifs*6!.

- DDIT4L (DNA Damage Inducible Transcript 4-Like) est impliqué dans la régulation de la
croissance cellulaire et la réponse au stress cellulaire. Il joue également un role dans la
régulation de la voie de signalisation mTOR?62,

- NOP2 (Nucleolar Protein 2) code pour une protéine localisée dans le nucléole, une région
subcellulaire impliquée dans la synthése des ribosomes. La protéine NOP2 est associée a

la maturation des ribosomes et a la régulation de la croissance cellulaire.'63
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- ACSBG1 (Acyl-CoA Synthetase Bubblegum Family Member 1) code pour une enzyme qui
est impliquée dans la synthése des acides gras. Cette enzyme catalyse la formation
d'acides gras a partir de la CoA (coenzyme A) et d'acides gras'®*.

- XYLB (Xylokinase) code pour une enzyme appelée xylokinase, qui est impliquée dans le
métabolisme énergétique’®>.

- USP54 (Ubiquitin-Specific Peptidase 54) code pour une protéase ubiquitine-spécifique,

une enzyme qui régule la dégradation des protéines en retirant les marques d'ubiquitine.

e 10 variants présentent 5 scores en faveur d’une potentielle pathogénicité : CADD> 20,

SIFT<0,05, PolyPhen>0,5, MetalLR>0,5 et VEST3>0,5 (Tableau 27).

Tableau 27: Variants présentant un score CADD >20 et au moins 1 autre score pathogéne chez les membres de la famille B.

deleterious  probably_damaging

FPGS NM_004957.6 missense_variant c.253C>T p.(Arg85Trp) 0.63079 0.82538

(0.01) (0.994)
GPATCH1 ~ NM_018025.3 missense_variant .889G>T p.(Asp297Tyr) 295  deleterious(0) p’°balz3'§‘;gr)"ag'"g 061752 073004 047 16 97
FZD10 NM_007197.3 missense_variant .1187G>T p.(Gly396Val) 289  deleterious(0) p'°balzg§‘gr)"ag'"g 071855 097884 0,38 33 86
LDLRAD2 NM_001013693.3  missense_variant €.568G>A p.(Val190Met) 251 deleterious(0) p'°batzg§ggr)"ag'"g 0.96494 053791 0,42 Ip) 98
LOXL4 NM_032211.7 missense_variant .1763T>C p.(Ile588Thr) 27.9  deleterious(0) p'°balzg§ggr)"ag'"g 051432 094141 048 63 131
SLC6A15  NM_182767.6 missense_variant €.1010T>C p.(Val337Ala) 275  deleterious(0) p’°balzg§‘;;’)“ag'"g 090061 084126 044 26 59
CSMD2  NM_001281956.1 _Missense.variant& 2694G>C (GlugosAsp) 233 deleterious  probably_damaging o140, g6oa0s 039 17 43
- . splice_region_variant C p-{Glu SP, - (0.01) (0.987) - . 4
deleteri bably_damagi
RELL2 NM_173828.5 missense_variant C.400C>T p.(His134Tyr) 24.7 e(eogg")’us proba (oy§7;r)"ag'”g 053343 085546 0,35 37 103
SCNNID NM_001130413.4  missense_variant C.725C5A p.(Ser242Tyr) 23.8 de'(%tgrl';’us p'°bab'y(—1‘;amag'"g 094039 078130 0,51 64 125
DTX2 NM_020892.2 missense_variant ¢.508C>T p.(Arg170Cys) 256  deleterious(0) p'°batzg§g§r)“ag'"g 0.76945  0.95211 0,03 4 125

- FPGS (Folylpolyglutamate Synthase) code pour une enzyme qui joue un réle dans la
catalyse de l'acide folique en formes actives impliquées dans la synthese de bases
nucléiques constituant I’ADN et I’ARN?®®,

- GPATCH1 (G-patch Domain-Containing Protein 1) est impliqué dans I'épissage de I'ARN
messager®’,

- FZD10 (Frizzled Class Receptor 10) code pour un récepteur de la famille Frizzled qui est

une famille de récepteurs de signalisation. FZD10 est impliqué dans les voies de
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signalisation Wnt/ B-caténine, jouant ainsi un role important dans le développement
embryonnaire et la régulation de la croissance cellulaire®®,

LDLRAD2 (Low-Density Lipoprotein Receptor Class A Domain-Containing Protein 2) code
pour une protéine composant certaines membranes celulaires®.

LOXL4 (Lysyl Oxidase-Like 4) code pour une enzyme impliquée dans la formation et la
régulation de la matrice extracellulaire, notamment dans la formation de liaisons croisées
entre les protéines de collagéne!’.

SLC6A15 (Solute Carrier Family 6 Member 15) code pour un transporteur membranaire
qui est impliqué dans le transport des acides aminés neutres!’?

CSMD2 (CUB and Sushi Multiple Domains 2) code pour une protéine impliqué dans le
contréle de la cascade du complément. Ce géne peut agir comme un suppresseur de
tumeur dans le cancer colorectal'’?,

RELL2 (Receptor-Expressed in Lymphoid Tissues-Like 2) code pour une protéine de la
matrice extracellulaire. Elle induit I'apoptose et I'activation de la cascade MAPK14/p38,
lorsqu'elle est surexprimée?’3,

SCNN1D (Sodium Channel Non-Voltage-Gated 1 Delta Subunit) code pour une sous-unité
du canal sodium épithélial, qui est impliqué dans la régulation du transport ionique dans
les cellules épithéliales'”*

DTX2 (Deltex E3 Ubiquitin Ligase 2) code pour une protéine qui agit comme une ligase
d'ubiquitine et qui est impliquée dans la régulation de la dégradation des protéines cibles

via le systéme ubiquitine-protéasome?’>,
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e 7 variants présentent au moins 2 scores en faveur d’une potentielle pathogénicité :

score CADD>20 et/ou score SIFT<0,05 et PolyPhen > 0,5 ou inconnue (Tableau 28).

Tableau 28: Variants présentant un score SIFT ou un score PolyPhen en faveur d'une pathogénicité chez les membres de la
famille B.

ANKRD36C  NM_001310154.3 missense_variant €.5566C>T p.(Leu1856Phe) 227 deleterious(0.03) "°ss'b('g 7"7"'3';“"3'“ 021223 025644  0,1497
OR2T2  NM_001004136.1  missense_variant ¢.701G>A p.(Gly234Asp) 1848  deleterious(0) p’°bab"’(—1d)amag'”g 000833 041431 0,36 28
ciGiaieuE, robably_damagin;
PRR29  NM_001191029.2  missense_variant c.668C>T  p.(Thr223Met)  17.66  low_confidence ” (3’515) B"E 045403 015302 041 37
(0) ’
USP17122 NM_001256863.1  missense_variant ¢.860C>T p.(Thr287lle)  17.44  deleterious(0) p°ss'b('g—5d739';‘ag'”g 035778 005074 0,05 34
. . deleterious
MUC12 NM_001164462.1 missense_variant ¢.3407C>G p.(Pro1136Arg) 9.354 (0.01) unknown(0) 0.07611 0.05637 0,03 5
deleterious_
SPINT1 NM_181642.3 missense_variant €.965C>T p.(Pro322Leu) 8.896  low_confidence unknown(0) 0.16806 0.06946 0,04 4
(0.03)
USP17L1 NM_001256873.1  missense_variant C1319T>A  p.(leuddoGin) 271  deleterious  probably_damaging 020576 0,31 61

(0.02) (0.943)

- PRR29 (Proline-Rich 29) contient une région riche en proline qui peut étre associée a des
interactions protéine-protéinel’®,

- USP17L22 (Ubiquitin Specific Peptidase 17 Like Family Member 22) et USP17L1
(Ubiquitin Specific Peptidase 17 Like Family Member 1) codent pour une enzyme de la
famille des protéases d'ubiquitine, qui sont impliquées dans la régulation de la
dégradation des protéines cibles via le systéme ubiquitine-protéasome?!’”.

- MUC12 (Mucin 12) code pour une protéine de type mucine qui est impliquée dans la
formation de la couche de mucus protectrice’8,

- SPINT1 (Serine Peptidase Inhibitor, Kunitz Type 1) code pour une protéine inhibitrice de
la sérine peptidase de type Kunitz. Elle est impliquée dans la régulation de I'activité des

sérine protéases, qui jouent un réle dans la dégradation des protéines!”.
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e 4 variants présentent des scores MetalR >0,5 ou VEST3> 0,5 associés a un score

PolyPhen compris entre 0,44 et 0,5 et un score CADD>20 (tableau 29).

Tableau 29 : Variants présentant des scores CADD et PolyPhen associés a des scores MetaLR ou VEST3 en faveur d'une
possible pathogénicité chez les membres de la famille B.

CDCP1 NM_022842.5 missense_variant ¢.877G>A p.(Glu293Lys) 53  tolerated(0.13) p°ss'b('y S%aaTag'"g 0.54548  0.96299

PPP6R1 NM_014931.4 missense_variant c1106A>G  p.(Asn3695er) 217  tolerated(0.12) p°55'b('y S‘izq‘ag'"g 0.62294  0.10746 047 35 74
KIF13A NM_022113.6 missense_variant €3569A>C  p.(GIn1190Pro)  23.4 tolerated(0.07) p°ss'b'(‘6 dg)mag'"g 036744  0.65566 0,43 16 37
ATG2A NM_015104.3 missense_variant C3635G>A  p.(Argl212His) 244  tolerated(0.32) POSSEV-damaging . oa00y 063236 036 24 65

(0.556)

CDCP1 (CUB Domain Containing Protein 1) est un gene impliqué dans la régulation de la

croissance, la migration cellulaire et dans le processus de métastase tumoral*,

- PPP6R1 (Protein Phosphatase 6 Regulatory Subunit 1) code pour une sous-unité
régulatrice de la protéine phosphatase 6 (PP6), qui est impliquée dans la régulation de la
phosphorylation des protéines!®?,

- KIF13A (Kinesin Family Member 13A) est un géne qui code pour une protéine de la famille
des kinésines, qui sont impliquées dans le transport intracellulaire®?,

- ATG2A (Autophagy Related 2A) est un géne impliqué dans le processus de 'autophagie,

qui est le mécanisme cellulaire de recyclage des composants cellulaires dégradés ou

endommagés!®,

fi. Variants communs dans le groupe FNMTC non syndromique

Nous avons identifié 10 variants communs entre le groupe SMIJT et la famille B.
Quatre variants faux-sens :

e ANKRD36C c.5566C>T p.(Leu1856Phe)

e |GSF3 c.1345C>T p.(Arg449Cys)

e ZNF83 c.878_879delinsTA p.(Glu293Val)

e PRAM1 c.223_226delinsCAGT p.(Glu75_Val76delinsGInPhe)

Trois variants de régions introniques :
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e PTPRS c.578-47 578-45delinsCG
e B4GALT7 c.640-41del
e TTTY14 n.368+52002C>T

Une délétion intergénique :

e OTOF c.3928 3930del p.(Lys1310del)

Deux variants de pseudogénes:
e TEKT4P2 n.1523_1526delinsACCC
e TBC1D3P2 n.541 547delinsCCACATC

Nous avons identifié 2 variants communs a I'ensemble des patients. Le variant faux- sens
ANKRD36C ¢.5566C>T p.(Leul856Phe) et le variant du pseudogéne TEKT4P2
n.1523_1526delinsACCC. Le variant du gene ANKRD36C (locus 2q11.1) présente un score SIFT
a 0,03 en faveur d’une pathogénicité avérée, des scores CADD a 22,7 et PolyPhen a 0,0773 en
faveur d’une possible pathogénicité et des scores MetalR et VEST3 en faveur d’une non-
pathogénicité. La délétion du pseudogene TEKT4P2 ne présente pas de score de pathogénicité

connu.
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Figure 27: Graphique de synthése des mutations identifiés comme potentiellement pathogenes chez les patients par méthode de filtrage WES (les variants ne présentant pas d’informations de scores ne
sont pas représentés sur ce graphique ; les scores CADD ont été convertis au dixieme
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4. Etude du géne FOXE1

Dans notre étude, nous avons séquencé par méthode Sanger deux régions du géne FOXE1
(ENST00000375123.5) qui présentaient une mauvaise couverture en séquencage NGS ciblé.
Les résultats obtenus pour 'ensemble des patients et des témoins sont présentés dans le

tableau ci-dessous.

rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
L1 F2 FOXE1 rs1867279 c-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢.-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
L1 ISLLCAEL rs3021523 ¢.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
L2 R Absence de variant
L2 ElCxtL Absence de variant
F2 FOXEL rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
Bl rs1867279 c-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
B1 ISILCAEL rs3021523 c.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leu129= 12,57 0,12
B2 ZECXEL rs1867279 c-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
F3 FOXE1 e q
B2 rs3021523 c.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
F2 FOXEL rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
S rs1867279 ¢-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢.-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
s F3 FOXE1 rs3021523 ¢.387T>C (homozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
rs371516340 ¢.510C>A (hétérozygote) synonymous_variant p.Alal70= 5,5 0,07
F2 FOXEL rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
M rs1867279 ¢-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢.-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
M BRG] rs3021523 ¢.387T>C (homozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
T F2 FOXE1 rs1867279 c.-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
T F3 FOXE1 rs3021523 ¢.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
F2 FOXEL rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
J rs1867279 c.-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢.-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
J NG rs3021523 ¢.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
L L2LLOREL rs1867279 c.-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
L PR rs3021523 ¢.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
rs1867277 c.-283A>G (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,3 0,31
R F2 FOXE1 rs1867278 c.-248C>A (homozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
rs1867279 ¢.-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢-131G>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
R F3 FOXE1 Non contribituf
F2 FOXEL rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
G rs1867279 ¢-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 c.-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
G [EILCAEL rs3021523 ¢.387T>C (homozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
TM (Témoin rs1867278 c.-248C>A (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
METABO) F2 FOXE1 rs1867279 c-156T>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢-131G>C (hétérozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
F3 FOXE1 R q
™ rs3021523 ¢.387T>C (hétérozygote) synonymous_variant p.Leu129= 12,57 0,12
TP (Témoin 7 31
PARA) F2 FOXE1 rs1867279 c.-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
8,38 0,31
w FOREEL rs3021523 ¢.387T>C (homozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
TT1 (Témoin rs1867278 c.-248C>A (homozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
TUBO 1) F2 FOXE1 rs1867279 ¢-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 ¢-131G>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
TT1 LS rs3021523 ¢.387T>C (homozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12
rs1867277 c.-283A>G (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,3 0,31
TT2 (Témoin F2 FOXEL rs1867278 c.-248C>A (homozygote) 5’prime_UTR_variant 10,73 0,31
TUBO 2) rs1867279 ¢.-156T>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 9,9 0,12
rs1867280 c-131G>C (homozygote) 5’prime_UTR_variant 8,8 0,31
TT2 FIReEL rs3021523 ¢.387T>C (homozygote) synonymous_variant p.Leul29= 12,57 0,12

Tableau 30: Résultats des SNP du gene FOXE] identifiés chez les patients et les témoins en séquencgage Sanger.
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Figure 28: Synthese des SNP du géene FOXEI identifiés chez les patients et les témoins.

Le SNP rs1867279 est le variant le plus fréquemment observé parmi les patients, présentant
une prévalence de 25%. Toutefois, il est important de noter qu’aucune différence significative
n’a été constatée par rapport a la population témoin, ol ce SNP était présent a une prévalence
de 26,7%. Cela s’applique également aux SNP rs1867277, rs1867278, rs18672780 et
rs3021523 pour lesquels aucune différence significative de prévalence n’a été constatée
entre les groupes patients et témoins. Le SNP rs371516340 a était identifié chez un seul
patient et il n’a pas été retrouvé au sein de la population témoin.

A noter également qu’aucune corrélation significative n’a été relevée entre le nombre de SNP

présent par patient et la sévérité des manifestations cliniques.
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VIIl.  Discussion

Les FNMTC représentent 5 a 10% des cancers thyroidiens avec des cancers survenant a des
ages de plus en plus précoces. L'objectif de ce travail de these était d’identifier des cibles
génomiques permettant un diagnostic et un conseil génétique précoces aux familles ayant des
contextes cliniques évocateurs d’une prédisposition aux cancers thyroidiens. Dans ce but,
nous avons génotypé par séquencage d’exome complet le génome de 11 patients présentant

une histoire clinique et familiale hautement évocatrice d’une prédisposition au FNMTC.

Cette étude a révélé la présence de trois mutations du géne DICER1 au niveau des exons 24 et
25 chez des familles présentant exclusivement des manifestations thyroidiennes, ce qui
differe des descriptions faites dans la littérature ou ces mutations étaient généralement
associées a d'autres manifestations que des pathologies thyroidiennes isolées. Au sein de la
famille F3 comprenant trois membres diagnostiqués de PTC dont deux a un age précoce, il n'a
été relevé aucun antécédent de chimiothérapie ou de radiothérapie. Cela renforce I'argument
en faveur de la contribution génétique germinale du géne DICER1 dans le contexte de FNMTC

non syndromique.

Dans cette étude, I'analyse en exome complet a permis d’identifier une prévalence de
mutations sur trois génes connus pour étre associés au développement de pathologies

thyroidiennes : IRS4, PLEKHG5 et CHEK2

IRS4 (Insulin receptor substrate 4) code pour un récepteur a l'insuline agissant comme une
interface entre de multiples récepteurs de croissance comme IGF1R (insulin like growth factor
1 receptor) et FGFR1(fibroblast growth factor receptor 1)84. Des mutations dans le géne IRS4
sont associées a une hypothyroidie congénitale isolée chez les porteurs masculins®. Nous
avons identifié deux mutations du gene IRS4 dans notre cohorte de patients /RS4 c.1802A>T
p.(Asp601Val) présentant un score SIFT en faveur d’un pathogénicité chez B2 et /RS4
€.60_63delinsAGCA p.(AlaAla20=) présentant un score CADD>20 en faveur d’une potentielle
pathogénicité chez L1, L2, M, T, B1 et B2. Nous n’avons pas observé d’association significative
entre le profil clinico-biologique et le profil mutationnel de ces patients qui pour la plupart

sont des femmes (4 femmes vs 2 hommes) présentant une euthyroidie au diagnostic du
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carcinome thyroidien. Néanmoins, une étude a révélé une augmentation de I'expression IRS4
dans les cellules cancéreuses de 26 types de tumeurs. Elle résulterait de modifications au
niveau de la région régulatrice du gene, d’altérations du nombre de copies ou d’une
augmentation d’anomalies chromosomiques'®®. IRS4 jouerait ainsi un rdle crucial en activant
des oncogénes tels que BRK (breast receptor kinase) et FER (FER biding domain) qui régulent
la cascade PI3K/Akt, ainsi que I'oncogene CRKL (CRK Like Proto-oncogéne), une protéine
adaptatrice qui régule la cascade Ras/MAPK'®’. Bien que le rdle oncogéne de IRS4 par
I’activation de ces deux voies de signalisation n’ait pas encore été formellement établi dans
les FNMTC, son implication potentielle est envisageable en raison du role reconnu de ces deux
voies dans la carcinogenese thyroidienne. De plus, une interaction dysfonctionnelle entre les
récepteurs a I'insuline (IR) et IGF1R a été étudiée dans les cancers de la thyroide montrant une
suractivation du systéme IR/IGF, favorisant la prolifération tumorale!8, Cette étude suggére
une nouvelle possibilité pour comprendre les mécanismes de prédisposition au FNMTC chez

les patients porteurs d’'une mutation germinale du géne IRS4.

PLEKHGS5 (Pleckstrin Homology and RhoGEF Domain Containing G5) code pour une protéine
activant la voie de signalisation du NF-kB (nuclear factor kB)'°. Nous avons identifié des
mutations de ce géne chez 7 patients. La mutation PLEKHGS5 c.2328T>A p.(Ser776Arg) identifié
comme délétere par les 5 scores de pathogénicité chez le patient M. Les mutations PLEKHG5
c.364_366delp.Glul22del identifiées chez quatre patients (L1, S, J, B2) et PLEKHG5 c.192del
p.(Leu66SerfsTer71) chez le patient S correspondent a des délétions et sont donc
potentiellement délétéres. Les mutations du géne PLEKHGS5 ont été décrites dans des cas de
FNMTC non syndromiques dans trois familles brésiliennes avec PTC héréditaire®®. Trés peu
de recherches ont mis en évidence des altérations de ce gene dans le cancer de la thyroide.
Dans notre étude, des variants de ce géne ont été identifiés chez des patients présentant aussi
une prédisposition pour les FNMTC syndromiques notamment un membre de la famille L. Ceci
suggere qu’une association exclusive de variants de ce géne a une forme non syndromique

peut étre remise en question.

CHEK?2 (Checkpoint kinase 2) possédant une activité de suppresseur tumoral est situé sur le
chromosome 22. Ce gene code pour une protéine kinase, CHK2, qui intervient dans la

réparation de 'ADN endommagé. Nous avons identifié une prévalence de mutations de ce
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géne chez I'ensemble des patients. La majorité des mutations sont dans des régions non
codantes ou des mutations synonymes. Nous avons identifié 2 mutations faux-sens dont une
considérée comme délétére CHEK2 c.1556C>T p.(Thr519Met) chez le patient T prédisposé au
FNMTC non syndromique. Les mutations germinales de ce géne dans les FNMTC ont été
rapportées dans plusieurs études. Zhao et al. ont montré qu'une mutation hétérozygote
germinale CHEK2 p.(Tyr139Ter) entrainait une forte diminution de I'ARNm mutant chez des
patients issus d'une famille atteinte de PTC, ce qui indique que la voie NMD pourrait étre
activée, et que certains mutants de CHEK2 pourraient contribuer a la tumorigenese via le
mécanisme d'haploinsuffisance en raison de faibles niveaux de protéine CHK2%°1, La mutation
identifiée pourrait potentiellement conduire a une réduction de I'expression de la protéine
CHK2. Il est crucial d’approfondir nos recherches pour examiner de prés le profil d’expression

de cette mutation.

Dans cette étude, nous avons également mis en ceuvre une approche par filtrage de
séquencage d’exome complet pour identifier des mutations non connues pouvant prédisposer
au FNMTC. Cette analyse a permis d’identifier deux variants communs chez tous les patients.
L'un de ces variants, ANKRD36C c.5566C>T p.(Leul856Phe) présente des scores en faveur

d’une pathogénicité.

Le gene ANKRD36C localisé sur le chromosome 2 appartient a la famille ANKRD36 (Ankyrin
repeat domain 36), comprenant deux autres génes paralogues ANKRD36A et ANKRD36B.1°?
Les protéines codées par cette famille de génes se caractérisent par la répétition de domaines
ANK (ankyrine). Chaque domaine ANK est formé de 33 acides aminés formant deux hélices a
séparées par des boucles. lls ont été découvert pour la premiere fois dans des protéines de
signalisation de la voie Notch dans la levure Cdcl0 et Drosophilal®3. Les domaines de
répétition ANK sont impliqués dans les interactions protéine-protéine. La protéine ANKRD36
participe a diverses fonctions en tant qu’initiateur transcriptionnel, régulateur du cycle
cellulaire, du cytosquelette, des transporteurs ioniques et transducteurs de signaux. Une
variation naturelle de plusieurs protéines d’ankyrine affecterait la spécifié des interactions
protéiques. La fonction exacte des génes de la famille ANKRD36 n’est pas encore

complétement élucidée a ce jour, mais ils pourraient étre impliqués dans des mécanismes
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inflammatoires car les patients atteints de diabete de type 2 possédent des taux d’ARN

plasmatiques ANKRD36 circulants plus élevés que la population témoin®®4,

Figure 29: Réseau d'interaction biologique du chromosome 2 locus 2q11.'%

Il a été rapporté que ANKRD36 est coexprimé et interagit avec d'autres génes sur le locus
2q11, y compris ANKRD36C, ITPRIPL1, FAHD2B, FAM178B et CNNM4, supposant |'implication
de ANKRD36 dans certains réseaux biologiques importants. Son role dans la cancérogenése a
été décrit dans les Leucémies myéloides chronique'®® ou des mutations ANKRD36
€.1183_ 1184 delGC et ¢.1187_1188 dupTT ont été confirmées par séquengage Sanger chez
123 patients (87,2% des patients). Une étude analysant le role antitumoral du miR-144-5p
dans le carcinome a cellules rénales (RCC) a montré que le géne ANKRD36 est ciblé par miR-
182, un mIARN exprimé aux premiers stades de la cancérogenése®’. Une étude de
séquencage WES sur 13 patients chinois, a identifié une mutation faux-sens du gene
ANKRD36C au niveau de I’exon 18 en position ¢.13631C>G comme marqueur de prédisposition

dans les cancers de la cavité buccalel®

. Dans une étude des profils protéomiques et
phosphoprotéomiques de sous-types d’adénocarcinome de la jonction cesophago-gastrique,
le gene ANKRD36C a montré une cooccurrence significative avec le ggne CSMD1 dans les sous-
types tumoraux avec implication des voies oncogéniques RTK-RAS (29/40), TP53 (29/40) ,

Hippo (27/40), Wnt (23/40) et Notch (22/40)%°,
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L'expression et le role précis de la protéine ANKRD36C dans la thyroide demeurent
actuellement mal compris. Cependant, des données montrent que des niveaux d’ARNm dans
la glande thyroide sont mesurés a 1,4 nTPM dans 653 échantillons?® (figure 30). Par
conséquent, il n’est pas exclu qu’une dysrégulation de ce géne puisse étre un facteur
prédisposant de cancer de la thyroide. Il est essentiel de poursuivre la recherche afin
d’approfondir notre compréhension de I'expression et des mécanismes protéiques de

ANKRD36C dans la physiologie thyroidienne.

Figure 30: Spécificité tissulaire de 'ARN ANKRD36C (Ensemble de données Consensus dataset)’”"’

Cette étude a également mis en évidence une délétion commune du pseudo-gene TEKTP2
n.1523 1526delinsACCC. Un pseudo-géne est un segment d’ADN qui a perdu sa capacité a
produire une protéine ou a jouer un role biologique actif. Bien que les pseudo-genes soit
généralement considérés comme non fonctionnel, il est important de reconnaitre que ces
segments d'ADN peuvent parfois jouer un role délétere en interférant avec la régulation de
geénes voisins ou étre impliqués dans des recombinaisons génétiques indésirables. Une étude
visant a examiner les caractéristiques génétiques des tumeurs du sein chez 11 patientes
porteuses d’'une mutation germinale du gene ATM, en comparaison avec les tumeurs
sporadiques, a mis en évidence que certaines pertes de copies dont celle du locus 21p11.2-
p11.1 (TPTE, TEKT4P2, MIR3648-1, MIR3648-2, MIR3687-1, MIR3687-2) étaient spécifiques
aux tumeurs associées a I'ATM, ce qui suggere un lien entre ces altérations et la mutation de
ATM?°1, Notre étude s’est principalement axée sur le séquencage du génome des patients
plutdt que sur I'analyse phénotypique du tissu tumoral. Cependant, il demeure une hypothése
plausible selon laquelle la délétion TEKTP2 n.1523 1526delinsACCC présente chez tous les
patients examinés, la plupart d’entre eux présentant simultanément des mutations dans des

genes associés aux pathologies thyroidiennes tels que ATM et CHEK2, puisse avoir un effet
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délétére en synergie avec d’autres altérations génétiques. La perte de copies du pseudo-gene
TEKT4P2 pourrait potentiellement engendrer des ramifications sur les régions génomiques
avoisinantes participant ainsi activement a I’évolution de la maladie. En d’autres termes, il est
envisageable qu’un réseau complexe de mutations héritées puisse prédisposer au

développement de carcinomes thyroidiens.

Nous avons identifié une délétion sur le gene TEKT4 ¢.1209_1213delinsTGTTA
p.(lle404_Ala405delinsValThr) localisé sur le chromosome 2, sans information de scores de
pathogénicité connue pour cette mutation. TEKT4 est un géne de la famille TEKT (tektin)
codant pour les téktines, des protéines constitutives des microtubules dans les cils, les
flagelles, les corps basaux et le centriole???,partcipant au développement de la structure
anatomique du cytosquelette et a la motilité cellulaire.’3!

Une expression intracellulaire moyenne (2/4) de la protéine tektin4d a été détectée dans les

cas de cancer de la thyroide (figure 28).

Figure 31: Expression de la protéine tektind dans différents types de cancers®’.

La suppression de TEKT4 réduit de maniére significative la phosphorylation d’AKT dans les
lignées cellulaires de PTC, ainsi sa régulation a la baisse inhibe la tumorigenése thyroidienne
par blocage de la voie de signalisation PI3K/AKT. Ce role oncogéne de TEKT4 a été décrit dans
trois cas de PTC ou une délétion ¢.1276_1279delinsACCC p.(Pro426_Thr427delinsThrPro) a
été observée.?%*. Des mutations germinales au niveau du TEKT4 sont associées a une mauvaise

205

réponse aux traitements par paclitaxel dans le cancer du sein?? et la perte d’expression de la

tektind est aussi un marqueur de mauvais pronostic. En effet, la perte de tektin4 entraine une
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augmentation marquée de la migration, de l'invasion et de la métastase du cancer du sein
triple négatif et une diminution de la stabilité des microtubules?. Cette étude souligne la
fonction de suppresseur de tumeur du géne TEKT4. Il est clair que ce géne joue un réle
significatif dans le processus tumoral et notre étude fournit des preuves supplémentaires de
I'implication de ce géne dans la tumorigenese thyroidienne, en particulier dans des cas de
FNMTC syndromique. A noter également que TEKT4 interagit avec diverses protéines

intracellulaires et notamment ATG5 et KRT35. 207

Figure 32: Réseau d'interaction protéique de la tektind (TEKT4)?%.

Nous avons également identifié une mutation faux-sens du géne KRT35 délétere chez les
membres de la famille L et impliqué dans les processus en association avec la mutation TEKT4
€.1209 _1213delinsTGTTA. Il est envisageable qu’une combinaison de mutations faux-sens,
caractérisées par des degrés de pénétrance variables, puisse perturber des voies
d’interactions protéiques créant ainsi un environnement propice au développement de
carcinomes thyroidiens. Cependant, il demeure crucial de poursuivre les investigations
concernant le rble et I'expression protéique de TEKT4 dans les FNMTC, car elle pourrait se

révéler comme un marqueur pronostic de grande importance.
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Nous avons également identifié une mutation faux-sens IGSF3 ¢.1345C>T p.(Arg449Cys) dans
le groupe de patients prédisposé au FNMTC non syndromique. Le géne IGSF3 code pour la
protéine Immunoglobulin superfamily member 3, une protéine membranaire de type
immunoglobuline. Des mutations ou réarrangements chromosomiques sur le géne IGSF3
entrainent une perte de fonction de la protéine IGSF3. Cette perte de fonction peut
augmenter la susceptibilité aux lésions cellulaires par altération des voies métaboliques des
sphingolipides et par altération de la fonction de barriere associée a cette protéine. Elle peut
également créer un état inflammatoire en influengant la survie des lymphocytes?®. De plus, a
une perte de fonction de la protéine IGSF3 entraine une stimulation aberrante de la voie NF-
kB. La signalisation NF-kB joue un role vital dans de nombreux processus biologiques, y
compris la réponse immunitaire, la différenciation, la survie cellulaire, la prolifération et la
migration. La voie de signalisation NF-kB régule la transcription de génes impliqués dans la
réponse immune et l'inflammation. L'activation chronique de cette voie est fréquemment
retrouvée associée a des désordres inflammatoires et des cancers. Notamment dans le
carcinome basocellulaire ou I'lGSF3 agit en tant que promoteur de la croissance tumorale,

favorisant I'invasion des cellules cancéreuses?10.

MUC6 (mucine6) fait partie des mucines, une famille de glycoprotéines exprimées dans les
cellules épithéliales. MUC6 est connue comme étant une mucine de type gastrique secrétant
des gels a la surface épithéliale et servant d'interface avec l'air, les enzymes, le pH acide, les
bactéries et les virus?!!. Elle peut également entrer en contact avec la surface cellulaire par
des interactions avec des mucines associées a la membrane ou d'autres molécules de surface
cellulaire. Les altérations de I'expression des mucines participent aux développement de
cellules carcinomateuses et influencent la croissance, la différenciation, la transformation,
I’adhésion, I'invasion et la réponse immunitaire?!2. Dans le cancer du sein, I'expression de
MUC6 est associée a une agressivité carcinomateuse plus importante, une invasion
lymphatique, des métastases ganglionnaires et une positivité HER2%3. Les cellules
cancéreuses peuvent utiliser MUC6 de la méme maniere qu’un épithélium normal, pour se
protéger et pour contréler le microenvironnement moléculaire local pendant l'invasion et les
métastases?!! Dans une analyse de I'expression immunohistochimique des mucines dans les

PTC, aucun cas n’a montré de présence de MUC6 . Dans une autre étude, 'expression de
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MUCS6 a été observée dans moins de 1% des cas de carcinomes thyroidiens, ce qui suggere
gue son role potentiel dans le processus tumoral et le développement de métastases est peu

probable?!4,

Il est important de souligner que nous avons également identifié un grand nombre de
mutations supplémentaires considérées comme pathogenes par filtrage WES chez les
membres de la famille L et B. Pour rappel, les membres de la famille L présentent une
prédisposition accrue pour des cancers du sein et des cancers de la thyroide. Chez les
membres de la famille L, nous avons identifié trois mutations faux sens des genes CDC27
€.1913C>A p.(Pro638His), PKD1L2 c.2282_2283delinsA p.(Thr761Lys) et ROBO4 c.2965A>T

p.(Arg989Ter) qui pourraient expliquer cette association.

CDC27 est une sous-unité du complexe APC/C impliquée dans la régulation du cycle cellulaire
en contrélant la dégradation des protéines. CDC27 peut jouer soit comme un géne
suppresseur de tumeur, soit comme un proto-oncogene et des altérations de sa transcription
ont été décrites dans des tumeurs malignes solides et hématologiques?®. Il a été suggéré que
certaines variations génétiques dans la lignée germinale de CDC27 pourraient accroitre la
prédisposition au cancer du sein, notamment chez les individus homozygotes ou
hétérozygotes pour le rs11570443, ainsi que les individus homozygotes pour rs12601027 qui
présentent un risque accru de cancer?!®, Des mutations de ce géne ont aussi été décrites dans
des cas de FTC ou il agirait comme un géne suppresseur de tumeur, interagissant

fonctionnellement avec les protéines du point de contréle de la division cellulaire?!’.

PKD1L2 code un membre de la famille des protéines polycystines ou canaux
cationiques. Parmi ses voies connexes figurent la voie MAPK/ERK. La désactivation du
complexe de la polycystine entraine une diminution des niveaux intracellulaires de calcium,
ce qui provoque une augmentation de la signalisation AMPc, induisant la prolifération
cellulaire médiée par MAPK/ERK?®8, La dysrégulation de cette voie de signalisation est connue
pour jouer un rble essentiel dans la prolifération et la différenciation des cellules cancéreuses

dans les PTC212,
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ROBO4 est un récepteur spécifique aux cellules endothéliales qui participe a la migration, a la
prolifération des cellules endothéliales, a l'angiogenése et au maintien de I'homéostasie
vasculaire. Des contextes expérimentaux in vitro ont montré qu’une surexpression de ROBO4
pouvait influencer la voie de signalisation PI3K/AKT, par liaison compétitive de Slit2'38, ROBO4
participerait aux mécanismes d’expansion vasculaire des cellules tumorales de carcinome

thyroidien, pouvant ainsi servir de génes cibles de I'irathérapie??°.

Les membres de la famille B présentaient une prédisposition pour les cancers de la thyroide
uniqguement et nous avons identifié les variants FZD10 c.1187G>T p.(Gly396Val) et DTX2

¢.508C>T p.(Argl70Cys) comme potentiellement associés a cette prédisposition.

FZD10 (frizzled10) code pour un récepteur couplé aux protéines G, impliqué dans les voies de
signalisation cellulaires Wnt. L’activation de la voie Wnt par la régulation a la hausse des
récepteurs frizzled est observée dans de nombreux types de cancers, contribuant ainsi a la

progression et a I'agressivité tumorale???

. Une étude ayant pour objectifs de cibler ces
récepteurs dans les sarcomes synoviaux réfractaires en utilisant des anticorps radiomarqués

Anti-FZD10-DTPA-90Y a démontré des résultats prometteurs sur I’évolution de la maladie???.

Figure 33: Modeéle proposée de ['activation de la voie Wnt dans le processus tumoral, une surexpression des récepteurs FZD10
peut entrainer une suractivation de la voie Wnt*>

Dans la voie Wnt/B-caténine, I'activité dépend de la quantité de B-caténine, un cofacteur de
transcription. En I'absence de stimulation par Wnt, la B-caténine est constamment ciblée pour
une dégradation protéasomique par un complexe de destruction. Lorsque les récepteurs FZD

et les corécepteurs LRP 5/6 sont activés par des ligands Wnt, le complexe de destruction est
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inhibé, permettant a la B-caténine de s'accumuler. La B-caténine migre ensuite dans le noyau,
ou elle active I'expression des génes cibles via les facteurs de transcription TCF/LEF. Dans les
cellules tumorales cette voie de signalisation est surexprimée provoquant une surexpression
de la B-caténine et une prolifération cellulaire accrue. De plus dans les cellules tumorales le
complexe de destruction de la B-caténine est réprimé favorisant I’expansion tumorale. Les
anticorps Anti-FZD10 bloque la fixation de Wnt au récepteur FZD10 bloquant I'activation de la

B-caténine.

DTX2 est un régulateur de la voie de la voie de signalisation NOTCH via I'activité de I'ubiquitine
ligase.??* Les protéines DTX interagissent avec le récepteur Notch a travers les domaines WWE
conservés et les répétitions d'ankyrine??>. Une étude récente a mis en avant des preuves que
NOTCH1 et DTX2 interagissent pour inhiber la signalisation Wnt par inhibition de la B-caténine
cytoplasmique??®. Récemment, des études ont mis en évidence le réle de DTX2 dans le
processus tumoral. Une surexpression de ce géne a été identifié dans 43 cas de formes
agressives de PTC??’. De plus, une autre étude menée sur des cellules cancéreuses du colon a
révélé que DTX2 favorise la migration et l'invasion, en activant NOTCH2 et AKT?%%. Une
corrélation négative entre I'expression de DTX2 et la survie a également été observée dans le
glioblastome multiforme ou il a été montré que la perte d’expression de DTX2 dans les lignées

cellulaires de gliome inhibait leur croissance et leur capacité de migration??°,

Enfin, I'étude du géne FOXE1 par séquencage Sanger n’a pas été conclusive. Les variants 5’UTR
a pénétrance élevées rs1867277, rs1867278, rs1867279 ont été identifiés a la fois chez les
témoins et les patients sans différence significative. De méme pour le variant synonyme
rs3021523. Nous avons toutefois, identifié un SNP supplémentaire actuellement non décrit
dans la littérature. D’aprées notre analyse, nous ne pouvons pas confirmer avec certitude que

les SNP du géne FOXE1 joue un role prédisposant dans les FNMTC.

Cette étude a permis d’identifier des génes cibles impliquant un grand nombre de voies de
signalisation et pouvant jouer un role dans la prédisposition aux carcinomes non médullaires
de la thyroide d’origine familiale. Cependant, il est évident que la prédisposition au FNMTC
est complexe et ne résulte probablement pas d’une seule mutation pathogéne, mais plutét de

I'implication d’un grand nombre de variants génétiques agissant au sein d’un réseau. L’étude
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présente néanmoins quelques limites. Tout d’abord, la majorité des patients qui ont été
génotypés par séquencage WES sont des cas index. Il aurait été plus intéressant de faire une
étude de coségrégation avec I'exploration de familles élargies pour apporter plus de poids a
I’étude. Cependant, il est essentiel de noter que cette limitation découle également des défis
de I'’étude génétique, notamment la collecte du consentement et la justification d’une étude
génétique aupreés de patients le plus souvent asymptomatiques. Une deuxiéme limite
concerne la sensibilité du séquencage de I'exome par rapport au NGS ciblé. Le fait de
séquencer une grande partie de I’ADN peut entrainer une perte de sensibilité. Nous avons fixé
un seuil de 30 pour la profondeur de lecture en extrapolant a partir de la technique de
séquencage ciblé par NGS, mais il est envisageable que dans le contexte du séquencage WES,
un seuil plus élevé soit nécessaire. De plus la majorité des variants que nous avons identifiés
présentent des profondeurs alléliques parfois faibles ne permettant de savoir avec exactitude
s’ils correspondent a des variants homozygotes ou hétérozygotes ce qui est crucial pour poser
un diagnostic de certitude quant a la pathogénicité du variant dans le contexte de FNMTC. Il
est donc impératif de valider I'ensemble de ces variants par séquencage ciblé et de mener des

tests fonctionnels approfondis afin de confirmer leur pathogénicité dans le cadre du FNMTC.

Pour conclure, ce travail de these a permis d’identifier des cibles génomiques de
prédisposition au cancer thyroidien non syndromique et syndromique d’origine familiale par
des techniques de séquencage haut débit. Le séquencage ciblé en NGS a permis d’identifier
de nouveaux variants du gene DICER1 au niveau des exons 24 et 25 prédisposant a des formes
non syndromiques de FNMTC. Le séquencage WES a permis d’'une part de confirmer
I’association du FNMTC a des genes décrits dans la littérature comme les genes CHEK2 et
PLEKHGS5, et d’autre part d’associer le risque de FNMTC a des genes de prédisposition
identifiés au sein de notre cohorte de patients tels que les genes IRS4, ANKRD36C, TEKT4,
IGSF3, CDC27, ROBO4, FZD10 et DTX2.
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Annexe 1 : Variants associés au développement de pathologies thyroidiennes
identifiés chez les patients présentant des scores CADD<20

Variant associé au développement de pathologies thyroidiennes identifié chez le patient L.

tolerated
(0.14)

DUOX2  NM_001363711.2  missense_variant c.1921G>A p.Glu641lys 13.42 benign(0.012) 0.19071 0.26626 04932 73

CHEK2 NM_001005735.2  synonymous_variant €.1626G>C p.Leu542= 2.399 0,0247 4 162
N
TSHR NM_000369.3 intron_variant €.615-33_615-32delinsTC 12.96 0,2564 10 39
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.721+39dup 15.35  0,0455 5 110
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant c.1671+63G>A 4313 0,2 14 70
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.1591-54T>C 6.924  0,0853 11 129
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant ¢.1591-66G>C 1.770  0,0806 10 124
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant cz'g:;i?:gzgé 0.490  0,0962 5 52
NKX2-5 NM_004387.4 intron_variant c.335-297del 5.132 0,1636 9 55
TG NM_003235.5 intron_variant c.6398-64_6398-62delinsTGG  2.138 0,3883 40 103
GLIS3 NM_001042413.2 intron_variant c.1711-67del 1.125 0,0714 5 70
TBL1X NM_005647.4 intron_variant €.749+15_749+16delinsATG  0.086  0,9697 32 33
SECISBP2 NM_024077.5 intron_variant €.1302+71_1302+72dup 0,4198 34 81



Variant associé au développement de pathologies thyroidiennes identifié chez le patient R.

CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.1591-54T>C 6.924 0,1 4 40

Variant associé au développement de pathologies thyroidiennes identifié chez le patient G.

buox2 NM_001363711.2  missense_variant €.1066G>A p.Val356lle 12.71 to(l;raaé()ed benign(0.011) 0.27368 0.08905 0,022 4 182
IGSF1 NM_001170961.1  frameshift_variant €.2422del p.His808ThrfsTer4 0,0533 4 75
SRRM2 NM_016333.4 synonymous_variant ¢.3018G>A p.Gly1006= 5.021 0,032 4 125
ATM NM_000051.3 intron_variant €.1065+53del 5.099 0,2121 7 33
ATM NM_000051.3 intron_variant €.2922-10_2922-8del 1.544 0,0606 4 66
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.1671+63G>A 4313 0,14 7 50
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.1591-54T>C 6.924 0,0427 5 117
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.1591-66G>C 1.770 0,0404 4 99
. . €.722-2080_722-

CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant P e 0.490 0,125 9 72
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.721+39dup 0,045 5 111
TIMMA44 NM_006351.4 intron_variant c.863-26del 0,0204 4 196
PLEKHG5  NM_001265592.1 intron_variant c.281-31del 0,0211 4 190
NKX2-5 NM_004387.4 intron_variant c.335-297del 5.132 0,0673 7 104
NKX2-5 NM_004387.4 intron_variant c.335-298_335-297del 8.500 0,0481 5 104
DUOX2 NM_001363711.2 intron_variant ¢.4525-16_4525-15del 4.048 0,0368 5 136
SLC5A5 NM_000453.3 intron_variant €.1329+424C>G 0.187 0,1111 4 36

Variants en régions non codantes identifiés chez le patient L1.



NM_000553.6

PLEKHG5

HRAS

HRAS

RET

FKBP10

IGSF1

NKX2-5

SRRM2

NDUFA13

NM_001265592.1

NM_001130442.2

NM_001130442.2

NM_020975.6

NM_021939.4

NM_001170961.1

NM_004387.4

NM_016333.4

NM_015965.7

missense_variant €. 747C>A p.Asp249Glu

inframe_deletion

intron_variant

intron_variant

3_prime_UTR_variant

intron_variant

upstream_gene_variant

intron_variant

3_prime_UTR_variant

intron_variant

0.006

¢.364_366del

¢.450+49G>C

€.450+54A>C

c.¥29C>A

c.246-3del

c.335-297del

c.*430T>A

€.245+9G>A

tolerated(0.63) benign(0.006)

p.Glul22del

0.20356

14.42

15.24

14.41

13.67

8.430

7.945

5.132

4.898

1.808

0.00130

0,0345

0,0727

0,0345

0,5172

0,0274

0,4

0,1111

0,0952

0,0291

0,4865

45

12

18

37

174

110

116

87

146

30

72

42

172



Variants en régions introniques identifiés chez le patient L2.

RET NM_020975.6  3_prime_UTR_variant c.*29C>A L35 0,4878 60 123
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant €.721+39dup 0.490 0,0625 7 112
TIMMA44 NM_006351.4 intron_variant ¢.1038+34_1038+35del 2.328 0,0556 5 90
PLEKHG5 NM_001265592.1 intron_variant ¢€.540-65C>G 0.781 0,0417 4 96
WRN NM_000553.6 intron_variant €.1899-27del 0.523 0,1395 6 43
AKT1 NM_005163.2 intron_variant c.46+42_46+43inv 3.698 1 88 88
SEC23B NM_001172745.3 intron_variant ¢.834+40_834+41inv 4.321 0,5281 47 89
DICER1 NM_030621.4 intron_variant c.2436+66del 0.046 0,2121 7 33
TP53 NM_000546.5 intron_variant C.74+44A>C 0.298 0,0649 5 77
TPO NM_001206744.2 intron_variant €.613-15T>C 3.417 0,0317 4 126
PAX8 NM_003466.4 intron_variant c.1277-12del 9.988 0,069 4 58
NKX2-5 NM_004387.4 intron_variant ¢.335-297del 5.132 0,1707 7 41
G NM_003235.5 intron_variant  ¢.6398-64_6398-62delinsTGG 2.138 0,9798 97 99

TG NM_003235.5 intron_variant €.7572+6181G>A 12.26 0,4286 36 84



Variants en identifiés chez le patient M.

CHEK2

CHEK2

CHEK2

CHEK2

TPO

TPO

TG

TG

SECISBP2

FOXE1

RET

RET

HABP2

MEN1

MEN1

DUOXA2

SLC5A5

SRRM2

SRRM2

SRRM2

SRRM2

SRRM2

SRRM2

SRRM2

SRRM2

TIMMA44

SERPINA1

FKBP10

FKBP10

FKBP10

FKBP10

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001206744.2

NM_001206744.2

NM_003235.5

NM_003235.5

NM_024077.5

NM_004473.4

NM_020975.6

NM_020975.6

NM_004132.5

NM_001370251.1

NM_001370251.1

NM_207581.4

NM_000453.3

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_016333.4

NM_006351.4

NM_001127701.2

NM_021939.4

NM_021939.4

NM_021939.4

NM_021939.4

missense_variant

intron_variant

synonymous_variant

intron_variant

intron_variant

missense_variant

missense_variant

intron_variant

c.107A>T p.GIn36Leu

€.1671+63G>A
€.1626G>C
€.722-2080_722-
2077delinsCCTG
€.482+2493_482+2494inv
€.1541T>A p.Leu514GIn
€.3105_3106inv

p.Ser1036Cys

€.6398-64_6398-62delinsTGG

downstream_gene_variant

synonymous_variant

splice_acceptor_variant

missense_variant

missense_variant

synonymous_variant

missense_variant

missense_variant

missense_variant

missense_variant

synonymous_variant

missense_variant

missense_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

synonymous_variant

intron_variant

synonymous_variant

missense_variant

intron_variant

missense_variant

€.285A>G p.Lys95=
€.1760-2A>T
€.2026T>A p.Phe676lle
€.1513T>A p.Cys505Ser
€.1458A>T p.Leud86=
c.803A>T p.Tyr268Phe
€.524T>A p.Leul75GIn
c.127A>T p-Ser43Cys
€.3341T>A p.lle1114lys
¢.5058T>A p.Pro1686=
€.5309T>A p.Leul770His
€.7508A>T p.His2503Leu

€.7734-342T>A

€.7734-337T>A

€.8022-505T>A

€.8022-500_8022-495delinsAGAGCA

€.255T>A p.Arg85=
€.1065+62T>A
€.63A>T p.Leu21=
c.473T>A p.Val158Glu
€.1063+44T>A
€.1285A>T p.Thr429Ser

221

4313

2.399

19.28

2.138

25.7

15.17

32

224

29.2

15.45

25.2

19.78

273

1.054

16.67

23.6

14.46

12.62

14.50

19.20

7.362

0.071

20.5

23.5

3.456

23.6

tolerated_low
_confidence
(0.52)

benign(0.221)

deleterious probably_damaging

(0.03) (0.933)
deleterious 9
(0.05) benign(0.237)

deleterious probably_damaging
1)

tolerated
(0.07)

deleterious probably_damaging
(0.928)

tolerated_low_
confidence
(0.06)

benign(0.266)

benign(0)

deleterious_lo

7 Gt possibly_damaging

0.769;
) ( )
tolerated_low_
confidence benign(0.027)
(0.07)
deleterious(0)  benign(0.197)

) possibly_damaging

tolerated(0.07, (0.719)

0.89492

0.64652

0.73523

0.98736

0.98430

0.49491

0.90680

0.79085

0.35240

0.55171

0.47013

0.84905

0.50403

0.48489

0.67832

0.99053

0.51003

0.43365

0.38203

0.19337

0.66735

0.50318

0.46253

0.38820

0,0571

0,2432

0,0667

0,1892

0,0364

0,0267

0,0258

0,4918

0,0223

0,4688

0,0385

0,0245

0,0755

0,021

0,0178

0,0195

0,0769

0,0315

0,0231

0,0301

0,0238

0,0214

0,0214

0,0526

0,0519

0,0203

0,0444

0,0323

0,0198

0,029

0,0245

4

14

30

75

70

37

120

74

110

187

fiI55]

61

224

160

104

245

53

238

281

205

52

127

173

166

168

187

187

95

77

197

90

124

202

138

163



CHEK2

PLEKHG5

DICER1

TBL1IX

TG

DUOX2

CHEK2

CHEK2

TSHR

CHEK2

G

ATM

CHEK2

TP53

WRN

NM_001005735.2

NM_001265592.1

NM_030621.4

NM_005647.4

NM_003235.5

NM_001363711.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_000369.3

NM_001005735.2

NM_003235.5

NM_000051.3

NM_001005735.2

NM_000546.5

NM_000553.6

Variants présentant un score CADD<20 chez le patient S.

missense_variant

inframe_deletion

splice_region_variant&
intron_variant

3_prime_UTR_variant

frameshift_variant&
splice_region_variant

synonymous_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

synonymous_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

€.1245_1246inv

p.Lys416Glu

c.364_366del

€.5527+4T>C

C.*19A>G

c.3853del

p.GIn1285SerfsTerd1

€.567C>T

p.His189=

€.1671+63G>A

€.1591-54T>C

€.692+48_692+49delinsAC

€.1626G>C

p.Leu542=

€.6398-64_6398-62delinsTGG

€.4437-14dup

€.721+39dup

€.74+44A>C

€.1899-27del

Variants présentant un score CADD<20 chez le patient Bl.

SRRM2

NKX2-5

TSHR

AKT1

TG

TP53

76

DICER1

NM_016333.4

NM_004387.4

NM_000369.3

NM_005163.2

NM_003235.5

NM_000546.5

NM_003235.5

NM_030621.4

synonymous_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

€.7881T>C p.Ser2627=

€.335-297del

€.692+48_692+49delinsAC

€.46+42_46+43inv

€.6398-64_6398-62delinsTGG

€.673-72_673-71del

c.479-16del

€.2436+66dup

14.42

6.387

5.491

13.27

6.924

4.313

3.817

2.399

2138

1.489

0.490

0.298

0.523

9.532

5.132

3.817

3.698

2.138

2.081

1.091

0.229

0,0946

0,0541

0,4062

0,4632

0,0364

0,0417

0,0693

0,2041

0,0926

0,0476

0,4407

0,1154

0,0522

0,0714

0,2245

0,52

0,0548

0,1765

0,4512

0,3548

0,1176

0,0658

0,117647

10

39

44

26

35

37

22

74

185

96

95

110

96

101

49

54

147

59

52

115

70

49

67

73

34

82

62

34

76

34



Variants présentant un score CADD<20) chez le patient J.

TP53

AKT1

PLEKHG5S

PLEKHGS

PLEKHG5

FKBP10

FKBP10

TIMMA44

CHEK2

CHEK2

CHEK2

CHEK2

CHEK2

CHEK2

PAX8

TG

RET

HABP2

NM_000546.5

NM_005163.2

NM_001265592.1

NM_001265592.1

NM_001265592.1

NM_021939.4

NM_021939.4

NM_006351.4

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_001005735.2

NM_003466.4

NM_003235.5

NM_020975.6

NM_004132.5

intron_variant

intron_variant

intron_variant

inframe_deletion

frameshift_variant

intron_variant

frameshift_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

intron_variant

5_prime_UTR_variant

€.673-71del

€.46+42_46+43inv

¢.540-65C>G

c.364_366del

c.192del

€.246-3dup

c.831del

€.1038+34_1038+35del

€.1671+63G>A

€.1591-54T7>C

€.1591-66G>C

€.975+1089A>G

€.722-2080_722-
2077delinsCCTG

€.721+39dup

€.1277-12del

c.479-16dup

€.1649-28G>T

c.-3A>G

p.Glul22del

p.Leu6b6SerfsTer71

p.Gly278AlafsTer20

1.948

3.698

0.781

14.42

10.57

5.146

2.328

4.313

6.924

1.770

0.454

0.490

9.988

1.229

12.23

6.666

0,1373

0,4615

0,0662

0,0176

0,0222

0,0246

0,025

0,0252

0,1818

0,0746

0,0806

0,1379

0,1642

0,0482

0,0667

0,0446

0,0185

0,5098

60

11

26

s

130

136

284

225

203

160

159

33

67

62

29

67

83

60

112

216

51



Variants présentant un score CADD<20 chez le patient T.

WRN NM_000553.6 intron_variant ¢.840-3dup 2.368 0,1562 5 32

splice_region_variant

SLC26A4 NM_000441.2 &intron_variant c.415+8T>A 11.58 0,0342 4 117
DICER1 NM_030621.4 intron_variant €.2436+66dup 0.229 0,1026 4 39
AKT1 NM_005163.2  SPlice_region_variant .567+8C>G 0557 01042 10 9%
&intron_variant

PLEKHGS NM_001265592.1 intron_variant ¢.540-65C>G 0.781 0,1308 17 130
FKBP10 NM_021939.4 intron_variant ¢.246-3dup 10.57 0,0239 5 209
TIMM44 NM_006351.4 intron_variant €.1038+34_1038+35del 2.328 0,0266 5 188
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant c.1671+63G>A 4.313 0,0962 5 52

€.722-2080_722-

CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant 2077delinsCCTG 0,1184 9 76
ATM NM_000051.3 intron_variant ¢.1065+53del 5.099 0,0816 4 49
TPO NM_001206744.2 intron_variant €.613-43_613-42inv 0.426 0,5268 59 112
PAX8 NM_003466.4 intron_variant €.1277-12del 9.988 0,0532 5 94

NKX2-5 NM_004387.4 intron_variant ¢.335-297del 5.132 0,1233 9 73
TG NM_003235.5 intron_variant €.6398-64_6398-62delinsTGG  2.138 0,4796 47 98
DUOX2 NM_001363711.2 intron_variant €.325+56G>A 10.05 0,5743 58 101

TBL1X NM_005647.4 intron_variant €.749+15_749+16delinsATG  0.086  0,5435 25 46



Variants présentant un score CADD<20 chez le patient B2.

PLEKHG5 NM_001265592.1 inframe_deletion c.364_366del p.Glu122del 14.42 0,0191
SLC26A4 NM_000441.2 Sp'gien—trrii'°\"'a—¥:::"t .415+8T>A 1158  0,0519 4 77
PAX8 NM_003466.4 intron_variant €.1277-12del 9.988 0,0769 4 52
NKX2-5 NM_004387.4 intron_variant €.335-298_335-297del 8.500 0,0952 4 42
FKBP10 NM_021939.4 intron_variant €.246-3del 8.430 0,0208 4 192
SEC23B NM_001172745.3 intron_variant ¢.604-5_604-4del 5.808 0,0769 4 52
SEC23B NM_001172745.3 intron_variant €.834+40_834+41inv 4.321 0,5417 39 72
TSHR NM_000369.3 intron_variant €.692+48_692+49delinsAC 3.817 0,1778 8 45
TIMMA44 NM_006351.4 intron_variant €.1038+34_1038+35del 2.328 0,0396 4 101
TP53 NM_000546.5 intron_variant c.673-71del 1.948 0,1351 5 37
RET NM_020975.6 intron_variant €.1760-54C>T 0.480 0,5833 28 48
DICER1 NM_030621.4 intron_variant €.2436+66dup 0.229 0,1613 5 31

) ) €.722-2080_722-
CHEK2 NM_001005735.2 intron_variant e 0,0833 4 48



Annexe 2 : Variants identifiés par filtrage WES.

Variants présentant des scores CADD<20 dans le groupe LRG.

Tolerated .
PCDHA8 NM_018911.3 missense_variant ¢.165G>T p.Glu55Asp 16.57 low_confidence z)egg‘) 0.17743 0.04126 0,2174 10 46
(0.08) :
NBPF1 NM_017940.6 missense_variant €.3161A>G p.GIn1054Arg 13.60 0,0227 10 441
ANKRD36C ~ NM_001310154.3 missense_variant  ¢5771_5773delinsGaAG  P-OIN1o2MeH25denSAGY 4 4 03695 109 295
DND1 NM_194249.3 missense_variant €.1046C>G p.Thr349Ser 8.236 tolerated(0.14) be('(‘)')g" 017362 002995 0,04 2 100
intron_variant&
TTTY14 NR_158641.1 non_coding_transcript n.368+52002C>T 9.958 0,9901 100 101
_variant
HLA-DRB1 NM_002124.3 missense_variant c.41_42delinsTT p.Ala14val 6.648 tolerated(0.11) be('l')')g" 0,1282 5 39
ANKRD36 NM_001354587.1 intron_variant €.1969-15T>C 2723 0,1387 19 137
MAK NM_001242957.2 intron_variant €.1317-66_1317-47dup 1.873 0,1087 15 138
NBPF1 NM_017940.6 synonymous_variant €.3282C>T p.Asp1094= 0.288 0,0446 28 628
HLA-DRB1 NM_002124.3 missense_variant c.196_197delinsAA p.Ser66Asn 0.042 tolerated(0.14) be(r(;l)gn 0,5143 18 35

Variants présentant des scores CADD<20 dans le groupe SMJT.

NBPF10 NM_001039703.6 missense_variant €.3729C>G p.Asp1243Glu 9.836 tolerated(0.08) 0.02019 0.05213 0,0455

OBSCN NM_001271223.2 missense_variant €.2997_2998inv p.Ala1000Thr 15.80 1 74 74

Muca NM_018406.7 missense_variant €.10615G>C p.val3539Leu 2133 t°fiz:::gdg";§)c° benign(0.101)  0.18410  0.01791  0,0667 6 EN)

Muca NM_018406.7 missense_variant .10508_10510delinsCCC p5er35053ThTr 22504““" 0,0635 8 126
BA4GALT7 NM_007255.3 intron_variant c.640-41del 5.251 0,0556 4 72
ABCF1 NM_001025091.2 intron_variant c.73+24A>C 6.447 0,0522 6 115
NOTCH4 NM_004557.4 missense_variant c.813_815delinsGGG p.Asp272Gly 15.46 0,3596 32 89
SYNE1 NM_182961.4 intron_variant €.23628-3578_23628-3577delinsGC 4.086 0,4769 31 65
POM121C NM_001099415.3 synonymous_variant €.2346C>G p.Ser782= 0.074 0,0282 4 142
PRSS3 NM_007343.3 missense_variant €.243_244inv p.Val82lle 0,0758 5 66
PTGER4P2- non_coding_transcript_ex
CDK2AP2P2 NR_024496.1 onivariant n.489C>A 5.753 0,0847 16 189
RABL6 NM_001173988.2 intron_variant €.813-77_813-75del 3.319 0,0278 5 180
PABPC3 NM_030979.2 missense_variant c.836C>A p.Thr279Lys 11.32 tolerated(1) benign(0) 0.02283 0.29834 0,0476 6 126
KRTAP4-8 NM_031960.3 synonymous_variant ¢.300C>T p.Cys100= 7.714 0,0673 7 104
TBC1D3P2 NR_ 0274861  "On-codingtranseriptex - oy g474elinsccacatc 0,0526 4 76
- on_variant =
PTPRS NM_002850.4 intron_variant €.578-47_578-45delinsCG 8.647 0,3977 85} 88
PRAML NM_032152.5 missense_variant €.223_226delinsCAGT "'G'“75—Va:‘7:de""56'"" 0,2381 15 63
MUC16 NM_0246902  SPliceregion_variant&intr 45543 5 40543 4iny 0,1111 4 36
- on_variant -
ZNF83 NM_001348017.1 missense_variant ¢.878_879delinsTA p.Glu293val tolerated(0.13) benign(0.013) 0,2069 12 58
TEKT4P2 NR_03g327.2  non-codingtranseriptex ;555 45a64elinsacce 0,0678 33 487
- on_variant =
GGT1 NM_001288833.2 intron_variant €.295+67_296-65delinsTGGC 0,1282 15 117
GGT1 NM_001288833.2 missense_variant €.315_319delinsTGCCT p.Arg107Cys 0,0285 8 281

TTTY14 NR_158641.1  mtron-variant&non._codin n.368+52002C5T 9.958 0,5607 60 107
= g_transcript_variant
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Caractéristiques et exploration par séquencage haut débit des formes
familiales syndromiques et non-syndromiques des cancers thyroidiens
non médullaires

Un séquencage d’exome complet (WES) a été réalisé sur ’ADN de 11 patients atteints
de carcinomes thyroidiens et dont les antécédents familiaux suggéraient une
prédisposition familiale au cancer thyroidien non médullaire (FNMTC). Des approches
bio-informatiques ont été menées pour filtrer, sélectionner et identifier les variants
genétiques partagés entre ces patients. Une partie de ce travail de thése a également
été axée sur I'exploration du géne FOXEL dans le but de valider les preuves de la
contribution de ce géne a la prédisposition au FNMTC. Nous avons également
présenté trois cas familiaux de FNMTC associés a des mutations du géne DICER1,
dans lesquels les atteintes thyroidiennes constituent les seules manifestations

cliniques.

Characterization and high-throughput sequencing-based exploration of syndromic
and non-syndromic familial non-medullary thyroid carcinoma
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