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[. Introduction

[.1. Les PTEN Hamartoma Tumor Syndromes (PHTS)

Le terme de PHTS est une dénomination, qui permet de rassembler sous une méme
appellation les différents syndromes en rapport avec une mutation constitutionnelle du géne

PTEN !, caractérisés par des présentations cliniques parfois éloignées 2.

Sont ainsi concernés la maladie (ou syndrome) de Cowden (CS; MIM 158350), mais
également le syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRRS; MIM 153480), la maladie de
Lhermitte-Duclos de Il'adulte (LDD), la polypose juvénile infantile (JPI; MIM 612242), le
syndrome d’autisme et macrocéphalie (ASD; MIM 605309), le syndrome de Protée (PS; MIM
176920) et Protée-Like dont le syndrome SOLAMEN 2,

I.1.1.La maladie (ou syndrome) de Cowden

La maladie de Cowden est un syndrome complexe de prédisposition héréditaire au cancer,

de transmission autosomique dominante °. Il s’agit d’'une maladie rare dont 'incidence est

11-

estimée a 1/200000 '° méme si cela semble inférieur & la pratique **°. La maladie est

probablement sous diagnostiquée du fait d’'une grande hétérogénéité phénotypique, et de la

fréquence élevée en population générale de certaines manifestations cliniques >“.

Les critéres diagnostiques ont été établis par I'International Cowden Consortium (ICC) en
1995, et jusqu’en 2012 étaient remis & jour régulierement par 'US National Cancer Network
NCCN *.

Depuis septembre 2013, le NCCN *° propose des critéres cliniques révisés, « Revised PHTS

clinical diagnostic criteria » dont découlent des critéres de test génétique « CS/PHTS testing

[ 17,18

criteria », qui se fondent sur une analyse critique de la littérature (Pilarski et a ). lls sont

répertoriés dans lI'annexe 1 (Version 2.2014). Néanmoins, cette nouvelle homenclature étant

19

controversée , les criteres de I'ICC restent largement utilisés par la communauté

scientifique et médicale (tableau 1).
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Tableau 1 : Clinical Operational Criteria for Cowden Syndrome Based on the International
Cowden Consortium (NCCN 2006)

Critéres Pathognomoniques

« Maladie de Lhermitte Duclos de I'Adulte (présence d’'un gangliocytome dysplasique
du cervelet)
» Lésions cutanéo-muqueuses : Trichilemmome facial ou Kératoses Acrales ou

Lésions papillomateuses (notamment papillomatose gingivale)

Criteres Majeurs

» Cancer du Sein
e Cancer épithélial de la thyroide (non médullaire et spécialement folliculaire)
* Macrocéphalie (circonférence fronto-occipitale 297eme percentile)

+ Cancer de 'endometre

Criteres Mineurs

» Lésions bénignes de la thyroide (e.g., adénome, goitre multi nodulaire)

» Retard mental modéré (QI <75)

* Polypes hamartomateux intestinaux

* Maladie fibrokystique du sein

e Lipomes et fibromes

* Fibromes utérins

» Tumeurs génito-urinaires (en particulier : carcinome rénal a cellules claires)

» Malformations génito-urinaires

Le diagnostic de syndrome de Cowden est clinique, établi a partir de la présence de
différents critéres pathognomoniques, majeurs et mineurs (selon I'lCS). Les signes cliniques
les plus fréguemment rencontrés, comprennent Ila macrocéphalie, les signes
cutanéomuqueux incluant notamment une papillomatose orale, et la survenue au cours de
I'existence de Iésions hyperplasiques, hamartomateuses ou tumorales touchant de multiples
organes (sein, thyroide, tractus digestif, cervelet, peau, rein). Le diagnostic de CS repose

sur la présence chez les patients de >

1/ pour les formes familiales (1 apparenté atteint sans degré défini de liaison familiale)
» Un critére pathognomonique
* Ou un critere majeur
* Ou 2 criteres mineurs

» OuBRRS
12




2/ pour les cas sporadiques (formes isolées)

e 1 critere pathognomonique (LDD) ou lésions cutanéomuqueuses seules si :
» 26 papules faciales dont = 3 trichilemmomes ou,
» Papules faciales et papillomatose orale ou,
» Papillomatose orale et kératose acrale ou,
» 26 lésions de kératose palmo-plantaire

e Qu 2 criteres majeurs dont au moins : macrocéphalie

e Qu 1 critere majeur et 3 mineurs

e Qu 4 criteres mineurs

3/ pour les Cowden-Like : criteres mentionnés ci-dessus moins 1 critére

Le diagnostic de CS est difficile en raison d’une expression de la maladie trés variable 22
d’'une famille a l'autre (variabilité inter-familiale) mais également au sein d’'une méme famille
(variabilité intra-familiale) . Sa pénétrance augmente avec I'age et, est trés élevée aprés 20

ans % Ainsi 90% des individus avec un CS présentent au moins des atteintes

2021 et 99% ont des manifestations cliniques aprés 30 ans.

cutanéomugqueuses apres 20 ans
Les signes cliniques retrouvés dans les PHTS dont la maladie de Cowden sont détaillés

dans I'annexe 2.

La complication majeure de la maladie est représentée par la survenue précoce de tumeurs

26-28

malignes localisées au niveau du sein (67% a 85% des patientes mutées) et de la

thyroide (15% a 38% des patients mutés) >

. Les autres localisations en fréquence
décroissante, sont représentées par le rein (34 % des patients mutés), 'endometre (28% des
patientes mutées), le colon (9% des patients mutés) et la peau (mélanome chez 6% des

patients mutés) *°. L’age médian au premier cancer est évalué entre 32 et 39 ans **7%%,

I.1.2.Les phénotypes particuliers

I.1.2.1.  Le syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba

Il représente une forme juvénile du CS. Il est caractérisé par une macrocéphalie, un retard
du développement, une lipomatose, des malformations vasculaires, des polypes

hamartomateux intestinaux et une pigmentation génitale chez le garcon *.

13



[.1.2.2.  La maladie (ou syndrome) de Lhermitte-Ducl os de I'adulte

Elle est caractérisée par Il'apparition d'un gangliocytome dysplasique du cervelet
(hamartome). Elle est quasi-pathognomonique de CS a l'dge adulte, mais I'est beaucoup

moins dans I'enfance %°.

[.1.2.3. Le Cowden segmentaire ou syndrome de SOLAM EN (Segmental
overgrowth, lipomatosis, arteriovenous malformation and epidermal

nevus)

Apparenté au syndrome de Protée, il présente une expressivité trés variable expliqué par un
mosaicisme somatique touchant le 2°™ alléle de PTEN. En plus des signes de CS, il se

manifeste par des gigantismes localisés associé a des neevus épidermiques "®.

[.1.2.4.  Le syndrome d’autisme et macrocéphalie

Il a été retrouvé entre 10% et 20% de mutations germinales de PTEN chez des enfants

présentant une macrocéphalie associée a des troubles envahissants du développement .

[.1.2.5.  La polypose juvénile infantile

Rare, causée par une délétion germinale des genes BMPR1A et PTEN, elle est
généralement diagnostiquée avant I'dge de 6 ans devant des saignements digestifs, une
diarrhée et entéropathie exsudative sévére *.

A noter également, que quelques cas de polypose infantile ont été rapportés associés a

certaines mutations de PTEN 22,

[.1.2.6. Forme récessive de PHTS

Plus récemment, un nouveau syndrome de transmission autosomique récessive appartenant
aux PHTS a été décrit ** chez deux apparentés présentant une macrocéphalie sévére et un
déficit intellectuel modéré dans un contexte de consanguinité. Il a été associé a la présence
a I'état homozygote d’'un variant délétere hypomorphe de PTEN.

A noter que les apparentés hétérozygotes pour ce méme variant sont asymptomatiques.
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1.1.3.Le gene PTEN (phosphatase and tensin homolog) et sa protéine

[.1.3.1.  Mutations du géne PTEN

.L1.3.1.1. Mutations constitutionnelles

Les mutations de PTEN, retrouvées dans le cadre des PHTS, sont inactivatrices (entrainant
une perte de fonction de la protéine : modification et/ou interruption du cadre de lecture dans
62 % des cas, trouble de I'épissage dans 12 %) et hétérozygotes a I'état constitutionnel.
Elles sont retrouvées sur I'ensemble de la séquence codante mais prédominent dans I'exon
5. Elles sont rares dans les exons 1 et 9 3!%%_ || est & noter que les mutations faux-sens du
gene PTEN, prédominant au niveau de l'exon 5 qui code le domaine a activité
phosphatasique, sont majoritairement responsables d’'une perte de la fonction catalytique de

la protéine PTEN et donc inactivatrices °.

Plus récemment, quelques mutations au niveau de la région promotrice, et quelques larges

délétions ont été mises en évidence dans le CS et le BRRS 3",

Un phénomeéne d’haplo-insuffisance est invoqué pour expliquer la survenue d’'un certain
nombre de manifestations de la maladie comme la macrocéphalie. Cependant, plusieurs
lésions dont la plupart des tumeurs malignes, montrent une perte compléte de I'expression
de PTEN en rapport avec une inactivation somatique secondaire de l'alléle sauvage selon le

modéle de Knudson %2,

.1.3.1.2. Mutations constitutionnelles et PHTS

La prévalence des mutations constitutionnelles du géne PTEN est, selon les dernieres
études, d’environ 25% a 85% chez les patients atteints de CS (grande variabilité due a la
stringence des criteres cliniques et biologiques retenus selon les études), et pour les patients
CS typiques estimée a 80% environ. Les autres syndromes du spectre PHTS présentent des

prévalences moins élevées 222374344,

Le taux de mutations de novo est évalué entre 10% et 44% *, et plusieurs cas de

mosaicisme somatique présentant un CS démonstratif ont été rapportés dans la littérature
46,47,48
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1.1.3.1.3. Mutations somatiques des tissus tumoraux

La répartition des mutations somatiques dans le géne PTEN suit celle observée pour les
altérations germinales. Les mutations somatiques du gene PTEN sont majoritairement

retrouvées dans les glioblastomes et les adénocarcinomes de I'endométre 3*4°.

Son implication a également été rapportée dans de trés nombreux autres types de cancer, et
en patrticulier le cancer du sein, pour lequel les mutations ponctuelles ne s’observent que
dans 5% des tumeurs, mais dont l'inactivation par d’autres mécanismes, d’'ordre génétique
ou épigénétique est plus fréquente, et concerne plus de la moitié des cancers du sein de

type « Basal like » *°.

[.1.3.2. Protéine PTEN

La protéine PTEN est composée de 403 acides aminés et comprend 2 domaines distincts

représentés dans la figure 1 :

e La partie amino-terminale contient le site catalytique phosphatasique de PTEN. On
retrouve au niveau de I'exon 5 le motif conservé HCXXGXXRS/T qui constitue le site
actif catalytique. Ce motif spécifique signe I'appartenance de la protéine au groupe
des protéines phosphatases a double spécificité, déphosphorylant aussi bien les
résidus sérine/thréonine que tyrosine. Ce site actif, plus large que la moyenne dans

PTEN est en fait surtout impliqué dans la déphosphorylation des lipides **.

e La partie carboxy-terminale comprend un domaine liant les phospholipides (domaine
C2) localisant principalement PTEN a la membrane plasmique, et un domaine (PDZ)
qui interagit avec le domaine phosphatase et qui est important pour les interactions

protéine-protéine impliquées dans la cascade de transduction du signal cellulaire.

Elle contient aussi des domaines PEST nécessaires a [l'ubiquitinylation, a la
translocation nucléaire ou a la dégradation de la protéine PTEN et des sites de
phosphorylation de sérine et de thréonine critiques pour la stabilité de la protéine. Les
mutations de ces résidus entrainent notamment une diminution de la demi-vie et du

niveau d’expression de la protéine PTEN >,
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Figure 1 : Domaines fonctionnels de la protéine PTEN *
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Fonctions de la protéine PTEN >3

Au niveau cytoplasmique, le role de PTEN concerne la voie de transduction du signal
impliquant la PI3 kinase (phosphatidylinositol 3'-kinase) qui transforme le PIP2
(phosphatidylinositol  4,5-diphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol  3,4,5-
triphosphate) **. La protéine PTEN agit en déphosphorylant le substrat PIP3. PTEN
de par son activité phosphatasique lipidique agit donc comme un régulateur négatif
de la voie de transduction PI3K/AKT/mTOR, inhibant la transduction du signal

55

mitogénique Cette activité principale de PTEN constituerait son rble de

suppresseur de tumeur.

De plus, de par son activité phosphatasique protéique PTEN jouerait également un
réle dans l'adhésion, la migration et linvasion cellulaires, notamment par la
déphosphorylation des kinases FAK (focal adhésion kinase) *°, et la régulation de la
voie de transduction ras-MAPK (mitogen-activated protein kinase), qui contréle aussi

la survie cellulaire *’.

Au niveau nucléaire, PTEN joue de nombreux réles dépendants ou indépendants de
son activité phosphatasique. Il a été impligué dans le maintien de la stabilité
génomique durant la division cellulaire via Plk1 (polo-like kinase 1) et MCM2

(minichromosome maintenance complex component 2)>4°°.
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[l maintient également l'intégrité chromosomique via CENP-C (centromere-specific
binding proteins) au niveau centromérique (assure la bonne ségrégation des
chromatides), et via son interaction avec les histones H1 (au niveau de sa partie C-
terminale) qui garantissent la stabilité des structures hétérochromatiniennes .

Il régule aussi la transcription de la protéine RAD51 impliquée dans la voie de
réparation des cassures double brin (DSB) de I'ADN et stimulerait la réparation de
ces DSB®.

Enfin, il contrdlerait le cycle cellulaire en régulant le taux de cycline D1 intranucléaire
62

Les principales fonctions de PTEN sont résumées dans la figure 2.

Figure 2 : Principaux réles (cytoplasmigue et nucléaire) de la protéine PTEN *

Cell Growth cell
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I.1.4.Corrélation génotype-phénotype

Trouver une corrélation génotype-phénotype dans le CS peut se révéler compliqué du fait de
la grande variabilité phénotypique observée, soit interfamiliale, soit intrafamiliale pour une

méme mutation 2*2°,

Néanmoins, dans le phénotype particulier de « Macrocéphalie-autisme » sans autre signe de
PHTS, il est décrit une majorité de mutations faux-sens de PTEN, alors gu’elles représentent

30% des mutations retrouvées dans les PHTS.

D’autre part des études récentes sur la souris et la levure, ont démontrés que ces patients
présenteraient des mutants PTEN hypomorphes qui conserveraient leur activité de
régulation négative de la voie PIBK/AKT expliquant I'absence de tumeurs observée. Les
mutants présentant des mutations perte de fonction ou des faux-sens avec un effet dominant
négatif entraineraient quant a eux une baisse significative de I'activité phosphatasique

lipidique expliquant la survenue de tumeurs multiples et précoces **°,

De méme dans la forme récessive de PHTS décrite plus haut, 'hypothese avancée est que
le variant délétére hypomorphe mis en cause a I'état homozygote affecte seulement I'activité
phosphatasique protéique, expliquant I'absence de pathologie tumorale chez les cas index et

leurs apparentés hétérozygotes *.
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[.2. Hétérogénéité génétique et PHTS

La grande variabilité du spectre phénotypique des PHTS a amené a suspecter I'implication
de PTEN devant des présentations cliniques tres différentes, augmentant donc le nombre de
cas sans explications moléculaires. Certains d’entre eux sont probablement le reflet de
I'association fortuite de pathologies retrouvées frequemment en population générale (ex:
cancer du sein et de la thyroide), ou de la parenté avec dautres syndromes de

prédisposition héréditaire au cancer.

D’autres pourraient traduire I'existence d’'une hétérogénéité génétique, impliquant des géenes

autres que PTEN.

[.2.1.Cas particulier de I'implication de la voie PI3K/AKT dans le Cowden

segmentaire

La voie PI3K/AKT est frequemment dérégulée au cours des processus de transformation
tumorale maligne °"°. Les génes AKT1 et PIK3CA (codant la sous-unité catalytique de la
PI3Kinase) partenaires de PTEN dans cette voie, ont été impliqués sous forme de mutations

368 ot dans un

activatrices en mosaique respectivement dans le syndrome de Protée
ensemble lésionnel dénommé PIK3CA-Related Segmental Overgrowth (PRSO) ou PIK3CA-
Related Overgrowth Spectrum (PROS) ®*’°. Ces mutations en mosaique ont également été
impliquées dans des phénotypes de Cowden segmentaire dit aussi syndrome de SOLAMEN

pour lequel on peut donc parler d’hétérogénéité génétique.
Plus récemment, I'exploration de ces deux génes chez des patients au phénotype de CS a

identifié des variants faux sens rares germinaux, posant la question de leur implication dans

ce phénotype également .

I.2.2.Hétérogénéité génétique dans les autres prés  entations phénotypiques

.2.2.1. PIBKCA (phosphatidylinositol-4,  5-bisphosphate  3-kinase,

catalytic subunit alpha)

En 1998, la voie de signalisation PISK/AKT a été mieux comprise quand il a été démontré

que PTEN pouvait déphosphoryler PIP3 qui est le principal produit de la PI3 kinase **. Le
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PIP3 est alors nécessaire pour la translocation de la protéine AKT1 a la membrane
plasmique, ou elle est phosphorylée et activée par les kinases en amont.

PIK3CA constitue donc un géne majeur de cette voie. Il a été impliqué en génétique
tumorale par la révélation d’'un nombre de copie augmenté dans de nombreux cancers, par
exemple de 40% dans le cancer de l'ovaire ">’*. Ces gains de copies mais aussi des
mutations somatiques ont été liés a une augmentation de la phosphorylation d’AKT1 dans de
nombreux types tumoraux, et donc a une activation de la voie de signalisation (mutations
gain de fonction) >,

C’est également ce mécanisme qui semble impliqué chez les patients avec un CS, sans
mutation du géne PTEN, mais avec une mutation homogene de PIK3CA retrouvée. En effet,
des essais fonctionnels ont montré que ces mutations entraineraient une régulation positive

de la protéine AKT1 phosphorylée, et augmenteraient les taux cellulaires de PIP3 ™.

Néanmoins, la pathogénicité de ces mutations peut étre remise en question dans la mesure
ou les mutations activatrices de ces génes sont considérées comme incompatibles avec la
survie, ne pouvant s’observer que sous forme d’'un mosaicisme déja responsable d'un

phénotype trés lourd.

[.2.2.2.  AKTL1 (V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1)

Les phosphoinositide 3-kinases ou PI3K générent des lipides inositol spécifiques impliqués
dans la régulation de la croissance cellulaire, la prolifération, la survie et la différenciation
cellulaire. Dans les cellules au repos, AKT1 se situe dans le cytosol dans une conformation
de faible activité mais lors de la stimulation cellulaire, elle est activée par I'entremise d'un
phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate ou phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 8.

Des mutations somatiques du gene AKT1 ont été retrouvées dans différents types de cancer

(sein, colorectal, ovaire) .

L'implication du gene AKT1 dans le syndrome de Protée a été établie en 2011 aprés le
séquencage d’exomes ®, oll une mutation en mosaique a été décrite, confirmant I'hypothése
de 1987 ¥ concernant I'effet létal d’une mutation dans tous les tissus. Le lien avec le CS est
beaucoup plus hypothétique, méme si une mutation homogene activatrice d’AKT1 a été

rapportée chez un patient présentant un syndrome de Cowden clinique ™.
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[.2.2.3.  SDHB-D (Succinate Deshydrogenase B/C/D)

L'équipe de Charis Eng a rapporté des mutations germinales faux-sens des génes
SDHB/C/D dans des phénotypes suggestifs de CS 7% alors que les mutations
inactivatrices de ces 3 genes sont responsables de paragangliomes héréditaires selon une
transmission autosomique dominante pour SDHB/C, et soumise a empreinte parentale pour
SDHD.

Ces résultats ont été par la suite contestés, les mutations rapportées correspondant a des

8 Néanmoins, ces

polymorphismes rares, et non a d'authentiques mutations délétéeres
variants pourraient étre considérés comme « modificateurs » particulierement au niveau du
risque et du type histologique du cancer de la thyroide chez des patients présentant un CS

avec mutation délétére de PTEN identifiée 2.

[.2.2.4.  Hyperméthylation du promoteur de KLLN (killin, p53-regulated
DNA replication inhibitor)

La méme équipe, a mis en évidence au niveau du promoteur du géne KLLN situé en 5’ de
PTEN une méthylation augmentée de maniére significative chez des patients présentant un

CS/CSL avec ou sans mutation de PTEN retrouvée 818387

Néanmoins, l'implication
d’altérations de ce gene dans la prédisposition au cancer du sein n'est pas relevante
contrairement & PTEN . L’ hyperméthylation du promoteur de KLLN pourrait cependant étre
un bon marqueur d’altérations cryptiques déléteres de PTEN non mises en évidence a ce
jour comme des mutations introniques profondes chez des patients avec un CS sans

diagnostic moléculaire %.

[.2.2.5. SEC23B (Sec23 Homolog B, Coat Complex Il Component)

Plus récemment, il a été rapporté dans une famille évocatrice de CS un variant germinal
délétére (présent a I'état hétérozygote) dans le gene SEC23B qui coségrégerait chez les
individus atteints. Ce gene a déja été mis en cause dans la survenue d'anémie
dysérythropoeitique congénitale de type Il mais sur un mode de transmission autosomique
récessive. Des variants délétéres de ce méme gene se retrouveraient également plus
frequemment dans une population atteinte de cancer de la thyroide par rapport a la
population générale *°. Néanmoins 2 des 3 variants décrits ont des fréquences alléliques
rapportées de 0.4% et 0.75% qui ne correspondent pas a l'incidence du CS, et aucune autre

famille typique de CS n’a été décrite depuis.
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[.3. Objectifs du travall

L'existence de patients présentant un phénotype évocateur du diagnostic de CS sans
aucune mutation du gene PTEN mise en évidence, suggere l'existence d’'une certaine
hétérogénéité génétique pour cette affection. L’exploration de ces patients a la recherche du
géne responsable de leur présentation phénotypique pourrait permettre d’identifier un
partenaire de PTEN encore non caractérisé dont la fonction peut apporter un éclairage sur le

réle de PTEN dans la cancérogénése et le contrble de la stabilité du génome.

Pour explorer cette hypothése, 'objectif de ce travail est donc de rechercher par analyse
comparative d’exomes, des altérations moléculaires dans un géne commun (autre que
PTEN) chez des patients dont la présentation clinique est fortement évocatrice du diagnostic
de PHTS, mais pour lesquels aucune mutation constitutionnelle du géne PTEN n’a pu étre

identifiée en régions codantes, et non codantes pour certains.

Ces analyses ont été menées sur une série de patients dont les prélévements ont été
adressés au laboratoire de génétique de l'institut Bergonié pour étude du géne PTEN, et se
sont faites au moyen de séquencage de nouvelle génération (NGS; next generation

sequencing) sur ADN constitutionnel avec capture exomique.
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[I. Matériels et Méthodes

[1.1. Matériels

[1.1.1. Série de patients (étude initiale)

La série de patients répertoriés comprend 22 cas index présentant un phénotype clinique
évocateur de maladie de Cowden, pour lesquels aucune mutation n’a été identifiée dans les
régions codantes, et non codantes (pour 18 patients) du géne PTEN (analyses faites dans le

laboratoire).

Un consentement éclairé pour diagnostic génétique a été signé par tous ces patients ou par

leur ayant-droit.

Les ADNs génomiques constitutionnels ont été extraits selon les protocoles en vigueur au

laboratoire lors des dates de réception des prélévements des patients (1991-2014).

Pour deux d’entre eux, de présentation sporadique, on disposait également de 'ADN des

deux parents, permettant une analyse en trio.

La série étudiée au niveau expérimental, par NGS exomique, comprend 22 patients et 4

apparentés, correspondant a 22 familles, donc a 22 cas index.

Les phénotypes des 22 cas index sont détaillés dans I'annexe 3.

[1.1.2. Série de tumeurs du sein (étude secondaire, insertion de séquence Alu)

La série de tumeurs du sein étudiée dans un second temps comprend 35 biopsies issues de
cancers du sein avec une perte immunohistochimique de PTEN, mais sans altération

génétique de PTEN retrouvée (mutation ponctuelle ou réarrangement de grande taille)®”.

Les détails clinicopathologiques sont répertoriés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Caractéristiques clinicopathologiques des 35 tumeurs du sein sélectionnées °*

Age au Phénotypes Score Mutation . ,Perte _

Tumeur diagnostic(an) tUMoOraUx IHC ponctuelle d’hétérozygotie
PTEN PTEN 10qg
KFAM_006 41 TN&BL 0 / Oui
KFAM_060 42 TN&BL 30 / Non
KFAM_082 50 Luminal A 0 / Non
KFAM_085 64 Luminal A 0 / Non
KFAM_092 51 TN&BL 0 / Oui
TN_02 80 TN&BL 0 / Oui
TN_09 62 TN&BL 0 / Non
TN_15 66 TN&BL 0 / Non
TN_18 58 TN&BL 10 / Non
TN_20 a7 TN&BL 0 / NI
TN_25 39 TN&BL 0 / Oui
TN_30 60 TN&BL 0 / Non
TN_31 57 TN&BL 10 / Oui
TN_33 37 TN&BL 0 / NI
TN_48 45 TN&BL 0 / NI
TN_52 75 TN&BL 10 / Non
TN_55 68 TN&BL 0 / Non
TN_59 81 TN&BL 0 / Oui
TN_65 71 TN&BL 0 / Oui
TN_66 73 TN&BL 20 / ND
TN_67 84 TN&BL 30 / Non
TN_71 63 TN&BL 20 / Non
TN_77 57 TN&BL 0 / ND
TN_79 51 TN&BL 0 / Non
TN_81 50 TN&BL 0 / ND
TN_83 66 TN&BL 10 / Non
RELB_002 40 TN&BL 0 / Non
RELB 024 69 Luminal A 0 / Oui
RELB_036 40 Luminal B 0 / Oui
RELB_049 55 TN&BL 0 / Non
RELB_054 65 Luminal A 50 / Oui
RELB_056 52 Luminal A 0 / Non
RELB_057 60 Luminal A 0 / Non
RELB_065 59 TN&BL 0 / Non
RELB 087 42 TN&BL 0 / Non

TN: Triple négatif, BL: Basal-like, NI: Non interprétable, ND: Non disponible
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[1.1.3. Série de patients (étude secondaire, explor ation de LDDX1)

La série de patients étudiée dans un second temps comprend 5 patients ayant tous présenté
une maladie de Lhermitte Duclos avant I'dge de 7 ans, et pour lesquels aucune mutation n'a

été identifiée dans les régions codantes du gene PTEN (analyses faites dans le laboratoire).

Un consentement éclairé pour diagnostic génétique a été signé par tous ces patients ou par

leur ayant-droit.

Les phénotypes de ces patients sont répertoriés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Phénotypes des 5 patients faisant partie de I'étude « LDDX1 »

a ! Age au
Identifiant Present_anon diagnostic LDD . Signes de PHTS Autre
sporadique de LDD Symptomatique

G2005209 Oui 6 ans ND Non
Anomalies

G2012492 Oui 4 ans Non Non dentaires (émail et
bourgeons)

G2012327 Oui 6 ans Oui Non

G2012520 Oui 6 mois Oui Non

G2007168 Oui 3 ans ND lipomatose Nevus psiloliparus

ND: Non documenté, LDD : maladie de Lhermitte-Duclos
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[1.2. Méthodes

[1.2.1. Séquencage exomique

La réalisation des 26 exomes a été confiée a la société Integragen.

[1.2.1.1. Banque de capture (Agilent technologies) et séquencage NGS

(next generation sequencing) des exomes par synthés e (lllumina) %%

1.2.1.1.1. Constitution de la librairie de Capture ~ **

La banque de sondes oligonucléotidiques biotinylées de 120-mers du kit Agilent SureSelect
All Exon V5® qui permet de réaliser la capture exomique de 21 522 génes soit 357 999

exons (50 Mb) a partir d’ADN génomique, a été utilisée.

Elle a été construite a partir des bases de données suivantes : CCDS (Consensus Coding
Sequences), RefSeq (Reference Sequences), GENCODE (Genome annotation for
ENCyclopedia Of DNA Elements), miRBase (microRNA database), TCGA (The Cancer
Genome Atlas), UCSC Genome (University of California, Santa Cruz).

Pour chaque exon de chaque géne, une région intronique d'environ 50 bases de part et

d’autre de I'exon était ajoutée.

La profondeur de capture attendue est d’1X pour 100% des cibles, et de 10X pour 94% des

cibles.

11.2.1.1.2. Préparation de la librairie d’ADN génom ique

La capture des séquences, I'enrichissement et I'élution ont été effectués selon le protocole et
les recommandations du fournisseur (SureSelect, Agilent) sans madification, en vue du

séquencage haut débit selon la technologie Illumina.

Brievement, 3 ug d’ADN génomique, quantifiés au Qubit® (Invitrogen) sont fragmentés par

sonication, et purifiés afin d’obtenir des fragments de 150 a 200 pb (paires de bases). Il faut
ensuite réparer les extrémités, modifier I'extrémité 3’ des fragments (ajout d’'une adénine aux
extrémités 3’), puis liguer les adaptateurs oligonucléotidiques de séquencage Paired-End a
chaque extrémité. Ces fragments sont alors de nouveau purifiés et amplifiés par 4 a 6 cycles
de PCR. 500ng de ces librairies purifiées sont alors déshydratés avant d’étre repris dans un

tampon d’hybridation, puis hybridés a la banque de sondes oligonucléotidiques de capture
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SureSelect All Exon V5® pendant 24h. Apres hybridation, lavage, et élution, les séquences
capturées de chaque échantillon sont de nouveau amplifiées (10 & 12 cycles de PCR) avec
ajout d’'un index spécifigue de chaque échantillon. La fraction obtenue est alors purifiée,
qualifiée, et quantifiée par PCR quantitative afin d’obtenir suffisamment d’ADN matrice pour

la suite du processus en aval.

Le mélange (pool) des 16 échantillons est alors réalisé, quantifié et déposé sur I'HiSeq
2000® d’lllumina pour séquencage, par synthése de séquences de 75 bases de chaque

extrémité.

11.2.1.1.3. Séquencage sur HiSeq 2000® (lllumina)

C'est une technologie de séquencage sur puce. Chaque cycle comprend 3 étapes :
Incorporation, détection et déprotection. Cette technique est fondée sur lintégration de
plusieurs méthodes :
0 Les biopuces a ADN (flowcell),
o Une variante de la technique de Sanger appelé CRT (cyclic reversible
termination),
0 Un traitement informatique pour l'acquisition, le traitement et I'analyse des

images.

=  Flowcell (ici PE Flow Cell V3-8 échantillons/flowcell)

La treés haute densité de la puce de séquencage (flowcell) (plus de 100 millions de molécules
par centimetres carré) permet de séquencer environ 100.000 paires de bases par seconde.
L'ADN est coulé dans des cellules spécialement congues pour assurer la fixation de chaque
molécule d’ADN obtenue, aprés amplification en phase solide de la premiére molécule
d’ADN fixé grace aux adaptateurs. La formation des ponts d’amplifications permet d'avoir

une haute densité de brins d’ADN ce qui facilite et augmente le débit de séquencage.

= CRT

Le principe de ce séquencage est basé sur lincorporation réversible de nucléotides
fluorescents (CRT : cyclic reversible termination) et la lecture optique de cette fluorescence.
Comme pour la technique de Sanger il s’agit d’'une terminaison de synthése fondée sur
l'utilisation d’'un terminateur (mais celui-ci est réversible) contenant un groupement de
protection attaché au nucléotide qui termine la synthése d’ADN. L’élimination du groupement

de protection par photoclivage utilisant la lumiére ultraviolette (> 300nm) permet la
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restauration du groupement fonctionnel du nucléotide incorporé, ce qui permet a I'ADN
polymérase d'incorporer le prochain nucléotide et ainsi de suite. Les molécules de 175
paires de bases environ sont séquencées a chaque extrémité (ici 75 bases) puis alignées

sur la séquence du génome humain de référence pour étre reconstituée.

11.2.1.2.  Analyses NGS informatiques primaire, seco  ndaire et tertiaire

L'analyse bio-informatique primaire consiste en la conversion en temps réel des 112 images
capturées a chaque cycle d’incorporation de nucléotide (4 fois 28 tiles) : pour chaque cycle, il
y a 4 images capturées correspondant a chacun des 4 nucléotides potentiellement
incorporés, réalisées pour chacune des 28 zones (tile) de la flowcell. Le séquencage réalisé
est un séquencage paired-end a une profondeur moyenne de 60X, c'est-a-dire que chaque
base est lue en moyenne 60 fois. Le séquenceur traduit ensuite ces signaux en séquences
(« basecalling ») et un score de qualité est assigné a chaque base. Les logiciels gérant cette
phase de NGS sont HiSeq Control Software 2.2.58® (HCS) et Real Time Analysis

1.18.64.0® (RTA).

L'analyse secondaire, et la premiére partie de l'analyse tertiaire se résument en deux
grandes étapes : I'alignement des séquences sur le génome et la détection des variants. On
regroupe sous le terme de «pipeline » la succession des différents algorithmes et
programmes utilisés pour réaliser l'analyse. Ici, I'analyse des données de séquencage
fournie par Integragen utilise le pipeline fourni par lllumina, CASAVA 1.8.2® qui comprend
I'alignement des séquences sur le génome humain de référence hgl9, et une détection des

variants SNVs (single nucleotide variation) et Indels (Insertions-Délétions).

Les fichiers bruts de format .bcl issus de I'analyse primaire, ont été d’abord convertis en
fichiers de format .fastq qui permettent de stocker les ségquences nucléiques et leurs scores
de qualité. Le score de qualité utilisé est le QPhred, qui correspond a une probabilité p
d’erreur de mauvaise identification de la base, codée en -10 log;op. Ainsi, un QPhred de 30

correspond a une probabilité d’erreur de 0.1%.

Puis, a partir des données .fastq, les séquences ou reads ont été alignées sur le génome de
référence grace a l'algorithme ELANDv2e®, et ont été converties en fichiers de format .sam
(Sequence Alignment/Map). Les fichiers .sam ont été ensuite compressés, indexés et
convertis en fichiers .bam, qui permettent de visualiser les reads alignés, sous IGV®
(Integrative Genomics Viewer Broad Institute, USA) ou Alamut® (Interactive Biosoftware,
Rouen, France). Les reads dupliqués, ou avec une taille d’alignement trop courte, ou avec

une qualité d’alignement trop faible ont été éliminés. Cette étape a été réalisée par le module
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« sort » de CASAVA. Les fichiers .bam ont subis alors un nouveau réalignement car les
Indels peuvent créer de faux SNVs, et également une recalibration des scores de qualité des

bases par le module « CallSmallVariants » de CASAVA.

A partir de ces données, des fichiers de format .vcf (variant call format) ont été générés au
niveau des régions cibles. lls permettent de visualiser les différentes variations détectées,

simultanément aux fichiers .bam.

Les fichiers .vcf bruts ne sont pas annotés, cela signifie que les variants rapportés sont
exprimeés en position génomique, allele de référence/alléle variant, et des données de qualité
comme la profondeur de lecture et le score de qualité du variant. Ici, 'annotation a été

réalisée en interne par Integragen incluant :

» Une annotation des genes par les bases de données Refseq et Ensembl.

* Une annotation des variants référencés par les bases de données dbSNP version
132, 1000Genomes version V3-20101123, HapMap version 27, et EVS (« Exome
Variant Server ») version ESP6500SI1-V2-SSA137, qui donnent des indications sur la

fréquence allélique en population générale des variants.

« Une annotation des variants référencés par la base de données d’Integragen, qui
détermine des fréquences exomiques (HMZ/HTZ) sur la base de 201 exomes pour

les SNVs, et 130 exomes pour les Indels.

« Des caractérisations des variants: Intronique/exonique/UTR, silencieuse/faux-
sens/non-sens/ au niveau des sites consensus d'épissage, de statut
homozygote(HMZ) /hétérozygote(HTZ) (nb : non basé sur le ratio allélique mais sur

un algorithme complexe de probabilité de statut).

* Une annotation des SNVs par I'algorithme de prédiction Polyphen.

« Des informations sur les conséquences des variants situés sur la séquence transcrite
et codante : position du variant dans la séquence codante, position du variant dans la
séquence protéique, description du codon sauvage/muté, descriptif de I'acide aminé

sauvage/muté.

A l'issue de I'analyse CASAVA 1.8, pour chaque échantillon, un fichier Excel recensant les

variants de type SNV et un fichier recensant les variants de type Indel a été généré.
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[1.2.2. Séquencage Sanger

Les variants suspects, détectés en NGS ont été contrblés par séquencage conventionnel

selon la méthode de Sanger *.

L'ADN a été amplifié par PCR (polymerase chain reaction) en utilisant le kit QIAGEN
Multiplex PCR® ou AmpliTag Gold®. Les produits de PCR ont été purifies en utilisant le kit
ExoProStarTM (GE Healthcare UK). La réaction de séquence a été réalisée en utilisant le kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing® (version 3.1; Life Technologies, Paisley, UK). Les
produits de séquencage ont été purifiés en utilisant le kit Agencourt CleanSEQ® (Beckman
Coulter Genomics, Allemagne) , et I'analyse de la séquence a été réalisée sur le séquenceur
ABI 3130xI DNA Analyzer® (Life Technologies) .

Les amorces et les conditions de PCR utilisées sont détaillées dans I'annexe 4.
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[1l. Résultats

[1l.1.Constitution, description de la série, et ca  Icul des scores prédictifs de

mutation

[11.1.1. Description phénotypique de la série de pa tients

La série de patients comprend 22 cas index. lls sont, & I'exception de trois d’entre eux,
diagnostiqués « Cowden syndrome » selon les criteres définis par I'International Cowden
Consortium 2006.

Pour les trois cas restants, il s’agit d’'une enfant présentant un syndrome de Lhermitte-
Duclos, d’'une femme présentant un syndrome de SOLAMEN, deux pathologies entrant dans
le spectre des PHTS, et enfin d'un homme présentant un « Cowden-like syndrome » avec

des antécédents familiaux évocateurs.

A noter que seuls 10 des cas index remplissent les « Revised PHTS clinical diagnostic

criteria », ce qui s'explique par des critéres diagnostiques plus stringents.

Un tableau récapitule les signes cliniques par patient, et l'interprétation clinique qui en

découle (tableau 4).
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[11.1.2. Calcul des scores Cleveland Clinic et PTEN  Predict

Du fait d'une grande hétérogénéité phénotypique, et de la fréquence élevée en population
générale de certaines manifestations cliniques, deux équipes (Tan et Eng a Cleveland, et
Pilarski a Columbus) ont créé des scores prédictifs de mutation, a forte valeur prédictive
positive, correspondant a la probabilité de détecter une mutation constitutionnelle du gene

PTEN en présence de signes cliniques évocateurs.

» Score Cleveland Clinic (CC) : Tan et al. ont criblé le géne PTEN sur 3042
patients présentant une suspicion de PHTS. Des mutations pathogénes ont été
identifiées chez 290 individus (9,5%). lls ont développé a partir de ces données
un score semi-quantitatif qui permet de donner une estimation de la probabilité de
trouver une mutation du géne PTEN en présence de signes cliniques évocateurs.
Le tableau du « poids » de chaque symptome ainsi que le calcul du score par une

somme des « poids » est présenté en annexe 5 .

* Score PTEN Predict (PP): Pilarski et al. ont étudié une série de 802 patients
pour une analyse du géne PTEN. 172 patients (21.4%) présentaient une mutation
délétére. Parmi les porteurs de mutations, dimportantes différences
phénotypiques par rapport aux précédentes études ont été mises en évidence et
une analyse de régression logistique a permis de créer un modele de prédiction
des mutations. Le calculateur du risque de mutation en fonction de la clinique est

présenté dans 'annexe 6 '.

Ces 2 scores ont été calculés a titre indicatif en paralléle de I'analyse exomique, afin de
distinguer les cas index avec une probabilité importante de trouver une mutation du géne
PTEN.

A noter que les cas index remplissant les criteres NCCN ont des scores CC et PP moyens
plus élevés (respectivement 79% et 78%), que ceux calculés pour 'ensemble des patients

(respectivement 53% et 61%).
Le tableau 5 regroupe tous les patients de I'étude avec les probabilités respectives selon les

scores CC et PP. Les patients ont été classés par ordre décroissant de la valeur du score

CC (score le plus complet en termes de signes cliniques utilisés pour le calcul du score).
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Tableau 5 : Scores prédictifs de mutation de PTEN de la série de patients

Numéro de Interprétation Score PP ; Score CC : Score CC :
Dossier Clinique Probabilité de CS Somme Probabilité de CS
2001012 Cowden 85,00% 66 99,00%
1998101 Cowden 93,30% 60 99,00%
2006406 Cowden 93,30% a7 99,00%
1998002 Cowden 97.20% 45 99,00%
2002213 Cowden 93,30% 37 97,00%
1999009 Cowden 58.20% 32 91,00%
2001018 Cowden 10.00% 30/enfant 85,00%
2010391 Cowden 85,00% 30 82,00%
2009038 Cowden 52.70% 28 77,00%
2010029 Cowden 65,90% 26 67,00%
2010384 Cowden 94,40% 23 47,00%
2013161 Cowden 26.50% 23 47,00%
2010148 Cowden 51,40% 22 41,00%
2012527 Cowden 33,20% 19 27,00%
2008207 Cowden 34.7% 18 19,00%
2011694 Cowden-like 58,20% 15 10,00%
2010186 Cowden 26,50% 15 10,00%
2003023 Cowden 15,30% 15 10,00%
2003007 Cowden 15,30% 11 4,00%
2008383 Cowden 15,30% 8 2,00%
2010018 SOLAMEN NA NA NA
2012115 LDD de I'enfant NA NA NA

NA : Non applicable, LDD : Syndrome de Lhermitte-Duclos

[11.1.3. Pré-criblage

Avant de réaliser les exomes par séquencgage de nouvelle génération chez les 22 cas index,
tous les prélevements (ADN génomiques constitutionnels) ont fait I'objet, soit initialement,
soit par reprise d’analyse moléculaire, d’'une recherche de mutations ponctuelles du géne
PTEN en régions codantes (+/- 50pb en régions introniques flanquantes) et non codantes
pour 18 dentre eux, par la technigue EMMA (Enhanced Mismatch Mutation Analysis,

%99 et/ou par la technique NGS par synthése (lllumina) *>%. Les réarrangements

Fluigent)
de grande taille (RGT) avaient également été recherchés par QMPSF (Quantitative Multiplex
PCR of Short Fragments) *%.

Les profils variants avaient été séquencés selon la méthode de Sanger (comparativement a

un témoin normal pour chaque amplicon testé) >,

Les résultats sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Résultats de recherche de mutations ponctuelles et grands réarrangements de

PTEN lors du pré-criblage

EMMA
Identifiant )
- Résultats du criblage et du séquengage NGS QMPSF
atien
P de confirmation

2006406 Polymorphisme Intron 8 Idem+8 VSI introniques profonds Normal
2010186 Polymorphisme Intron 8 - Normal
2009038 Profil Exon 8 douteux/séquencage normal Idem+7 VSI introniques profonds Normal
2010029 Polymorphisme Intron 7" et 8 Idem+5 VSI introniques profonds Normal

Profil Exon 1 douteux/séquencage . ]
2010391 ) ) Idem+6 VSI introniques profonds Normal

normal+Polymorphisme Intron 7° et 8

2012527 Normal - Normal

Suspicion grande délétion exon 5 non _ )
2001012 _ Idem+7 VSI introniques profonds Normal

confirmée en QMPSF

Profil Exon 5 douteux/séquencage _ )

1998101 ) Idem+2 VSI introniques profonds Normal
normal+Polymorphisme Intron 8
1998002 Polymorphisme Intron 8 Idem+6 VSI introniques profonds Normal
2002213 Profil Exon 1 douteux/séquencage normal Idem+7 VSI introniques profonds Normal
2010148 Normal Idem+2 VSI introniques profonds Normal
1999009 Normal Idem+7 VSI introniques profonds Normal
2008207 Polymorphisme Intron 8 Idem+4 VSI introniques profonds Normal
2003023 Polymorphisme Intron 8 Idem+2 VSI introniques profonds Normal
2010384 Profil Exon 8 douteux/séquencage normal Pas de VSI intronique profond Normal
2013161 Normal - Normal
2003007 Polymorphisme Intron 8 Pas de VSI intronique profond Normal
2011694 Normal Idem+6 VSI introniques profonds Normal
2008383 Polymorphisme Intron 8 Idem+1 VSI introniques profonds Normal
2010018 Polymorphisme Intron 8 Idem+7 VSI introniques profonds Normal
2012115 Normal Idem+4 VSI introniques profonds Normal
Idem (mais regions non codantes non

2001018 Normal Normal

explorées)

Polymorphismes intron 7 ; 77 : ¢.802-4_802-3delTT ; c.802-3_802-2dupT. Polymorphisme 1 intron 8 : ¢.1026+32T>G.

VSI : Variant de Signification Inconnue

Aucune mutation délétere ou de signification inconnue n’a été retrouvée chez les 22 patients
sur la séquence exonique de PTEN.

Onze patients présentent le polymorphisme fréquent de lintron 8 du géne PTEN
(c.1026+32T>G), et 2 patients présentent un autre polymorphisme intronique rare. Pour la

QMPSF, tous les patients avaient des profils normaux.
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[ll.2.Stratégie d’analyse tertiaire : tri des donn  ées informatiques générées par
Intégragen (ERIS®)

I11.2.1. Résultats globaux de séquencage exomique

» Pour chaque patient, environ 50 000 000 de séquences ont été générées pour les

reads 1, et le méme nombre pour les reads 2 (séquencage Paired-End). Le

pourcentage d’alignement était de 96% en moyenne, le score de qualité moyen par

base de 35 (Qphred), la profondeur moyenne de 70X, la couverture exomique

moyenne de 98% a 1X et 95% a 10X, témoignant d’'un séquencage de bonne qualité.

« Pour chague patient, environ 2700 Indels et 37 000 SNVs ont été identifiés.

[11.2.2. Analyse comparative de 'ensemble des exom es

l11.2.2.1. Tri des variants par le logiciel ERIS®

m.2.2.1.1. Parameétres de tri choisis

Afin d’effectuer un premier tri des variants retrouvés pour chaque patient, le logiciel ERIS®

d’Integragen a été utilisé avec les filtres suivants (figure 3):

Statut hétérozygote des variants (transmission dominante du CS et pas de
consanguinité dans notre cohorte)

Variants avec impact délétére clair (Indels, SNVs non sens, SNVs au niveau
des sites consensus d’épissage)

Variants avec une fréquence allélique rapportée dans les bases de données
1000Genome, EVS, HapMap) <0,1% (incidence CS estimé a 1/200000 *°)
Variants avec une fréquence allélique rapportée dans la base d’Integragen
au statut HTZ <1 % et au statut HMZ<0,5% (élimine les « variants artefacts »
dus a la technique ou a des erreurs d’alignement)

Variants avec une profondeur de lecture minimale de 10X

Variants présents dans des genes pour lesquels au moins deux cas index de

la série présentaient un variant
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Figure 3 : Procédure de tri des variants dans ERIS® (analyse globale)

Variations @ : [ All s

Type FUTR Mizsense | Exanic (indel)
S'UTR ~"| Nonsense | Splice intren
Intronic SYnonymous | Splice exon
External Databases . Quality Control :
Keep known SNPs (dbsnp132) @ | Yog. & Exclude benign Polyphen2 @ : Pao. » Min depth @ ;| 40
EV'S variant freq max (%) : @ 0.1 Integragen het freq max (%) @ 1 Exclude ambiguous genotypes @
L 4 . ~ (O S - 1 { - oy - n
10006 variant freg max (%) @ 0.1 Integragen homo freq max (%)@ : | 0.5 Excclude "No Coverage” @
Hapmap variant freqg max (%) @ 0.1

Sets with at least 1 variant

Status : HTZ = =

1.2.2.1.2. Variants générés par ERIS®

En appliguant ces filtres, un total de 125 variants dans 69 génes différents a été généré pour
les 22 cas index. Pour 31 génes, les patients présentaient le méme variant. Parmi ces 69

genes, deux sont impliqués dans la prédisposition au cancer : PTEN et BRCAZ2.

[11.2.3. Analyse des deux trios

I11.2.3.1. Tri des variants dans le logiciel ERIS ®

1.2.3.1.1. Parametres de tri choisis

Afin d’effectuer un premier tri des variants dans les deux trios le logiciel ERIS® d’Integragen
a été utilisé avec les filtres suivants (figure 4):
— Néomutations (i.e. tous les variants présents chez I'enfant et présents chez au
moins un des deux parent sont éliminés)
— Statut hétérozygote des variants (transmission dominante du CS et pas de

consanguinité dans notre cohorte)
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— Variants avec une fréquence allélique rapportée dans les bases de données
1000Genome, EVS, HapMap) <0,5% (incidence CS estimé & 1/200000 *°)

— Variants avec une fréquence allélique rapportée dans la base d’'Integragen
au statut HTZ <1 % et au statut HMZ<0,5% (élimine les « variants artefacts »
dus a la technique ou a des erreurs d’alignement)

— Variants avec une profondeur de lecture minimale de 10X

Figure 4 : Procédure de tri des variants dans ERIS® (analyse des trios)

Variations @ : | All & |

J

Type : ‘_} | 3'UTR || Missense || Exonic (indel)
u | S'UTR Lj MNonsense l_J Splice intron
|/ Intronic d Synonymous || Splice exon
External Databases : Quality Control :
Keep known SNPs (dbsnp132) @ : l Yes ™ J Exclude benign Polyphen2 @ : | No » Min depth @ : | 10
EVS variant freq max (%) : @ ‘ 05 Integragen het freq max (%) @ : ‘ 1 Exclude ambiguous genotypes 9:

Integragen homo freq max (%) @ : ‘ 05 Exclude "No Coverage" @ : W

1000G variant freq max (%) @ : ‘ 05

Hapmap variant freq max (%)@ : ‘ 05

i — —

i.Gloup n°1 ‘ Group n°2
Status : HTZ »= i Status iHOM ref »»
VAT (1V17-1V18-1V19) V19 (1V17-1V18-1v19)

1V18 (1V17-1V18-1V19)
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1.2.3.1.2. Variants générés par ERIS®

En appliguant ces filtres, un total de 34 variants dans 30 genes différents pour le premier trio
(cas index 2001018), et 30 variants dans 25 genes différents pour le second trio (cas index

2012115) ont été générés.

A noter également que pour ces deux trios un gene candidat fonctionnant sur un mode de
transmission autosomique récessif a été recherché grace a d’autres parametres de tri, mais

aucun résultat n’a été obtenu pour les deux trios.

I11.3.Stratégie d’analyse tertiaire : validation d  es variants générés par ERIS®

[11.3.1. Analyse comparative de 'ensemble des exom es

[11.3.1.1. Stratégie de validation des variants gén  érés

L’ensemble des fichiers .bam des 125 variants a été visualisé sur Alamut®, afin de confirmer
leur véracité et leur potentielle implication dans les phénotypes présentés par les cas index.
La validation comprenait des critéres variés, certains s’appliquant a I'ensemble des variants
(7 critéres), et d’autres plus spécifiques seulement a certains types de variants (3 criteres).

Les critéres de validation de variants utilisés sont résumés dans la figure 5.

Seuls 20 variants sur 125 ont été ainsi validés. Parmi eux, 15 ont été éliminés car ils ne
concernaient plus qu'un seul patient, et ne satisfaisaient donc plus au critere d’'implication

d’au moins deux cas index par gene. Leur liste est détaillée dans I'annexe 7.
Au final, 5 variants ont été retenus chez 5 cas index différents: 1 variant dans PTEN chez 2

cas index, 2 variants dans BRCA2 chez 1 cas index, et 2 variants dans un potentiel géne
candidat PLA2G4B chez 2 cas index.
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Figure 5: Procédure de validation des variants sur Alamut®

(f N
Fréquence allélique du variant dans la base de

Frégquence allélique du variant dans la base de

Pourcentage de reads varlants, si inférieur & 20%
comparalson avec 2 autres cas index de la cohorte

Aspect de la séquence nucléotidique
mWMMTMMﬁT!

Position du variant dmmmmluu
structural critique) / de la région

Transcrit(s) concernés par le variant
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[11.3.1.2. Variants validés retrouvés dans des géne s d'intérét connus

.3.1.2.1. PTEN

De maniere inattendue, un variant exonique validé a été mis en évidence a partir des fichiers
.vcf exomiques pour deux cas index. Il s’agit en réalité de deux insertions de grande taille
différentes situées en fin d'exon 5, mais partageant un méme point de cassure donc
détectées par le pipeline d’analyse comme un méme variant. Le tableau 7 représente ces

deux insertions telles qu’elles ont été annotées par les fichiers .vcf exomiques.

Tableau 7 : Représentation des fichiers .vcf des variants exoniques validés de la série

retrouvés dans PTEN

- Score
Patients f’osm.on Génotype Qphred du Nombre_de
génomique . reads variants
variant
- TTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGTCGC
CCCGGCGGGACTGCGGACTGCAGTGGCGCA 11/130 reads
AUURY SHENSLA ATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCGCTTCCCGG Res Soit 8.5%
GTTCACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGA
GTAGCTGGGAC

-IGAGACGGGGTTTCACCGTTTTAGCCGGGAT

1998101 0.89692937 GGTCTCGATCTCCTGACCTCGTGATCCGCCC 383
GCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAG
GCGTGAGCCACCGCGCCCGGC

5/121 reads
Soit 4%

e Etape n°l: Analyse des données NGS

Dans l'analyse, les pourcentages de reads variants étaient bas (8.5% des reads pour
2001012 et 4% des reads pour 1998101), mais avec un score de qualité QPhred optimal
supérieur a 100 confortant leur existence. L’ensemble des bases de données (dont DGV) ne
les rapportaient pas, concordant avec l'incidence du CS. Les fichiers .bam des autres cas
index de la série ont été visualisés dans la région d'intérét, mais il n’a pas été retrouvé de

reads présentant une insertion de grande taille semblable, réduisant ainsi la probabilité de
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I'existence d’'un artefact di a la technique ou a l'algorithme d'alignement. A noter qu’a la
visualisation des fichiers .bam des deux variants sur le logiciel Alamut®, on pouvait visualiser
un nombre non négligeable de single mates (dits aussi « unpaired reads »), c'est-a-dire de
reads pour lesquels le «read compagnon » séquencé a l'autre extrémité (séquencage
Paired-End) n’était pas aligné au niveau du gene PTEN (le logiciel Alamut® permet

seulement une visualisation par géne des données), tel que I'on peut le voir dans la figure 6.

Tout d’abord, il a été recherché si les deux insertions rapportées pouvaient étre alignées sur
le génome de référence hg 19 grace au logiciel BLAST® (Basic Local Alignment Search
Tool). Pour 2001012, il existait un seul alignement correspondant & 100% dans l'intron 1 du
géne MB21D1 situé sur le bras long du chromosome 6, mais également aussi de tres
nombreux alignements quasi-identiques de localisation trés variée au niveau génomique.
Pour 1998101, aucun alignement ne correspondait & 100%, mais comme pour 2001012, I'on
retrouvait un nombre trés important d’alignements quasi-identiques, ce qui pouvait faire

évoquer déja I'insertion d’'une séquence répétée.

Ensuite, les fichiers .bam ont été chargés sur le logiciel IGV® qui permet une visualisation
génomique des données, et également une récupération des séquences des reads non
alignés, compagnons des single mates comme ceux présents en fin d’exon 5. L'alignement
successif de ces séquences pour 1998101, a ainsi permis de compléter le génotype donné
par le fichier .vcf (insertion rallongée de 125 pb) contrairement a 2001012, pour lequel il a
seulement été mis en évidence un track de T rallongé de 5 T.

Néanmoins, pour 2001012, il a été visualisé 6 reads (non identifiés single mates) dont les
compagnons se retrouvaient au niveau du chromosome 6 a la localisation décrite par
BLAST®. lIs sont représentés dans la figure 7. A noter gu'’il n’y avait pas de point de cassure

visible dans la région de MB21D1, qui aurait pu faire évoquer une translocation réciproque.

Cette région visualisée sur UCSC (University of California, Santa Cruz) Genome Browser en
association avec le programme RepeatMasker Element®, a permis de faire correspondre
I'insertion avec une séquence répétée Alu (SINE : Short INterspersed Elements) de sous-
classe Yb8, tronquée dans sa partie spécifique, et pouvant faire évoquer alors un

mécanisme de rétrotransposition au sein de I'exon 5 de PTEN. La revue de la littérature™®*'%

et la base de données d’éléments répétés Repbase Giri*®

ont alors permis d’identifier
I'insertion présentée par 1998101 comme une séquence Alu de sous-classe Yab5, confortant

I'hypothése de rétrotransposition.
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102,104

Enfin, apres examen de la littérature concernant le mécanisme de rétrotransposition , le

point de cassure mis en évidence par NGS a été identifié comme le 2°™ point de cassure
par ordre chronologique, correspondant & la limite avec la partie spécifique 5’ de la séquence

Alu.

Le 1* point de cassure se situant classiguement dans un motif trés conservé type TTTT/AA
généralement situé 15pb en aval environ, il a été possible de le situer théoriquement, puis de
le confirmer sur les données NGS, car quelques reads non remontés par le fichier .vcf le
mettaient en évidence. Il correspond a la limite avec la partie non spécifique 3’ de la

séquence Alu (queue polyT), comme le montre la figure 6.

Figure 6 : Visualisation Alamut® des fichiers .bam des patients 2001012 et 1998101 en fin
d'exon 5 de PTEN
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Figure 7 : Visualisation IGV® du fichier .bam du patient 2001012 au niveau de l'intron 1 de
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En rose: Reads dont les mates se retrouvent en fin d'exon 5 de PTEN
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» Etape n°2: Séquencage Sanger des deux points de ca  ssure

Dans un 1* temps des PCR spécifiques des alleles variants ont été mises au point pour
les deux points de cassure de chacune des insertions.

Le séquencage Sanger du 2°™ point de cassure n'a pas nécessité de conditions
particulieres (jonction avec la partie spécifique 5’ de la séquence Alu), et sa visualisation
sous Sequencing Analysis® est reproduite dans la figure 8.

En revanche, le séquencage Sanger du 1° point de cassure (jonction avec la queue
polyT de la séquence Alu) n'a été possible qu'en optimisant les conditions de PCR
(utilisation du kit Multiplex de Qiagen® et allongement du temps de dénaturation et
d’élongation lors de la réaction de PCR). Il n'est visible que sur le brin Forward. Sa

visualisation sous Sequencing Analysis® est reproduite dans la figure 9.

Figure 8 : Visualisation sous Seguencing Analysis® du 2°™ point de cassure de l'insertion de

séquence Alu dans I'exon 5 de PTEN

2001012 1998101
Allele muté (brin Forward): Allele muté (brin Forward):
Séquence Alu Yb8 Exon 5 PTEN Séquence AluYa5 | Exon 5 PTEN

EXOnESE N équence Alu b8 Exon 5 PTEN | Séquence Alu Ya5
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Figure 9 : Visualisation sous Sequencing Analysis® du 1°* point de cassure de l'insertion de

séquence Alu dans I'exon 5 de PTEN

2001012 1998101

Allele muté brin Forward Alléle mute brin Forward

[ | I
i m Mo

» Etape n°3: Séquencage Sanger des alleles mutés et  sauvages

Dans un 2" temps, une PCR de I'exon 5 de PTEN a été mise au point afin de mettre en

évidence les alléles contenant une insertion Alu par rapport aux alleles sauvages.

Les conditions de PCR ont été les mémes que celles utilisées pour le 1 point de cassure.
Les produits de PCR obtenus ont permis de calculer la taille approximative de la queue
polyT pour les deux patients, et le séquencage Sanger a permis d'obtenir la séguence
compléte de la partie spécifique de l'insertion Alu pour 1998101.

La figure 10 représente les produits de cette PCR pour les deux cas index versus deux

témoins, et la figure 11 le séquengage Sanger de cette PCR dans la région des deux points

de cassure.
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Figure 10: Gel d’'agarose représentant les produits de PCR de I'exon 5 de PTEN pour les 2

cas index et 2 témoins

2001012 1998101 Blanc

Témoins

C
650 pb —> B, 1998101: 600 pb=
500 pb —> B, 2001012: 480 pb=

A: 263 pb

A : Exon 5 sauvage, B: Exon 5 variant contenant I'insertion Alu, C : Bandes probablement dues a
des hétéroduplex entre les produits de PCR de l'allele sauvage et I'allele variant (non présents chez

les témoins)

Figure 11 : Visualisation sous Sequencing Analysis® de l'alléle sauvage et muté dans I'exon
5 de PTEN

2001012 1998101

Allele sauvage et muté brin Forward: Allele sauvage et muté brin Forward:

Exon 5 PTEN +
Queue polyT Alu Yb8

Allele sauvage et muté (brin Reverse) :
Exon 5 PTEN Exon 5 PTEN +

Séquence Alu Yb8 Exon 5 PTEN Exon 5 PTEN +

(\ Séquence Alu Ya5

48



« Etape n°4: Recherche de l'implication des insertio  ns Alu de I'exon 5 de PTEN

dans le cancer du sein

La PCR spécifique mise au point lors de I'étape 3, a été utilisée sur 35 ADN tumoraux issus
de cancers du sein distincts et avec une perte immunohistochimique de PTEN inexpliquée,
afin de rechercher la présence d’insertions Alu au sein de I'exon 5 de PTEN, mais aucune

insertion n’a pu étre détectée a cette position pour I'ensemble des tumeurs étudiées.

*« Au total :

Patient 2001012 :

Le variant ¢.437_438insAluYb8,421 437dupCATCGGGGCAAATTTTT, a été retrouvé chez
ce patient pour qui il existait une forte probabilité de trouver une mutation sur le géene PTEN
selon les scores prédictifs (99% score CC et 85% score PP). Il s’agit de I'insertion d’'une
séquence Alu tronquée d’environ 200 pb (partie spécifique de 135 pb et queue polyT de 65
pb environ) interrompant le cadre de lecture de I'exon 5 de PTEN. La séquence Alu est

classée Yb8 par la base de données d’éléments répétés Repbase Giri*®

, et de groupe 3 car
tronquée’® . Elle s’est insérée en antisens par rapport au sens de transcription de PTEN, et

a probablement été retrotransposée a partir du chromosome 6.

Patient 1998101 :

Le variant ¢.437_438insAluYa5,421_437dupCATCGGGGCAAATTTTT, a été retrouvé chez
ce patient pour qui il existait aussi une forte probabilité de trouver une mutation sur le géne
PTEN selon les scores prédictifs (99% score CC et 93.3% score PP). Il s’agit de I'insertion
d’une séquence Alu compléte d’environ 322 pb (partie spécifique de 282 pb et queue polyT
de 40 pb environ) interrompant le cadre de lecture de I'exon 5 de PTEN. La séquence Alu

est classée Ya5 par la base de données d’éléments répétés Repbase Giri'®®, et de groupe 1

102

car complete™ . Elle s’est insérée en antisens par rapport au sens de transcription.

A noter gqu'aucun de ces patients n'a présenté de tumeur maligne jusqu'alors (agés

respectivement de 62 et 43 ans).

Le tableau 8 et la figure 12 résument ces informations.
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Tableau 8 : Variants exonigues validés de la série retrouvés dans PTEN

Orientation de

Patients s;:::?zee Formule nucléotidique I'insertion Alu N:a':::::teo::zzs Cor;fai:‘m:trlon
9 q pir a PTEN 9
2001012  .89692953  ¢.437_438insAluYb8,421_437 antisens 14/31:;) :‘:i'/dsz Confirmé
dupCATCGGGGCAAATTTTT °
1998101 g.89692953  c.437_438insAluYa5421_437 antisens 117121 roaos= Confirmé

i 0,
dupCATCGGGGCAAATTTTT Soit 9%

Figure 12: Représentation de l'insertion Alu dans I'exon 5 de PTEN pour 2001012 et
1998101

2001012
65 bp= 135 bp (tronquée)
= ] 2
B Yb8&
Intron 4 Intron 5
89692953 R | 89692937
1998101
40 bp= 282 bp
» ( . \ . | ol
L e
Intron 4 Intron 5
89692953 & 89692937

TSD: target site duplication

1.3.1.2.2. BRCAZ2

De maniére incidente, il a été retrouvé un variant délétére dans le gene BRCA2 (détecté
comme 2 variants distincts dans le fichier .vcf), localisé dans I'exon 11 et nomenclaturé
c.5794_5800delinsT — p.His1932*, chez le cas index 2008207. A noter que les scores
prédictifs étaient faibles pour ce patient (19% score CC et 34.7% score PP), qui présentait
un antécédent de cancer du sein au 1* degré.
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[11.3.1.3. Variants validés dans un potentiel géne  candidat: PLA2G4B

e Etape n°l: Analyse des données NGS

L'analyse tertiaire des données a permis de mettre en évidence deux variants dans un

potentiel géne candidat PLA2G4B chez deux cas index :

- Patient 2010186 : un variant dans l'intron 17, présent sur 59% des reads,

nomenclaturé ¢.1781-2A>G, entrainant une suppression du site accepteur
d’apres les 5 logiciels de prédiction et donc un saut de I'exon 18 (qui
entrainerait un décalage du cadre de lecture). Ce variant est non connu de

'ensemble des bases de données.

- Patient 2002213 : un variant frameshift dans I'exon 20 (dernier exon du

gene), présent sur 34% des reads environ, nomenclaturé
€.2267_2268insAT — p.Asn756Lysfs*36, entrainant un décalage du cadre
de lecture qui se termine alors par un codon STOP 35 positions en aval
(ce qui rallongerait la protéine de 10 aa (acides aminés)), et non connu de

'ensemble des bases de données.

- En réinterrogeant ERIS® pour tout type de variant dans le géne PLA2G4B
(mais en appliquant toujours les autres filtres), il a été mis en évidence
chez le patient 2010391 un autre variant faux-sens dans I'exon 19
nomenclaturé c. 2083G>A — p.Val695Met, non connu de I'ensemble des

bases de données, mais présent seulement sur 2/11 reads.

La figure 13 permet de visualiser les fichiers .bam de ces 3 variants sur le logiciel Alamut®.
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Figure 13 : Visualisation Alamut® des fichiers .bam des variants du geéne PLA2G4B chez les
patients 2010186, 2002213, 2010391

2010186 2002213 2010391

TCCCCAACCTTCCRAGCTACCACTC TGGATGGGC ] 2 ' CTGC GCTGCACTTTCCTCTGGTCAG
 OEREANSCICEE LAt RNl ILm
3 HILITIR|IYIYIVICINIR|GlE|Q

TCCCCAACCTTCCRBCTACCACTCTGGATGGGET

CACCTGACACATTACARTGTC TGCAACAACCAGGAGCAGE CTGCRATGCTGCACTTTCCTCTGGTCAG

-1 - 'I|- o
A @ml:oun:.w —— Total count: 165 Total count: 11
A:37(41%, 224, 15-) A 168 (39%, 37+, 127-) AT (R A
C:0 C:1(1%, 04, 1-) c:0 o
G153 (59%, 36+, 17-) P : _
T:0 ¥ G:9(82%, 6+, 3-)
" T:0 |
HIN:0 MO Y T:0
| Reads in pair: 42/48 { Reads in pair: 96/69 e
3| Right click -> Opitions Ins: 52 ‘Al Reads in pair: 6/5
W Right click -> Options Right cick -> Oplions

TTAC AT

« Etape n°2: Confirmation des variants par séquencag e Sanger

Trois PCR spécifiques ont été mises au point pour les exons 18, 19, et 20 incluant une
région intronique d’environ 20 bases de part et d’autre de I'exon.

Les variants ont été confirmés pour les patients 2010186 et 2002213, et infirmé comme

I'on pouvait s’y attendre pour le patient 2010391.

La figure 14 représente leur visualisation sous Sequencing Analysis®.
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Figure 14 : Visualisation sous Sequencing Analysis® des variants du gene PLA2G4B chez
les patients 2010186, 2002213 et 2010391

2010186 2002213 2010391
c.1781-2A>G €.2267_2268insAT c.2083G

. - - GClJGlG T v
NN Bl [ | A /
ACATHET GHE G T IIIII III
232 239
CAGCACQCC|GC
12
Reverse

» Etape n°3: Etude de coségrégation familiale (varia  nts confirmés par Sanger)

Les patients 2002213 et 2010186 étant des cas familiaux (comme montré dans la figure 15),

une étude de coségrégation familiale des variants retrouvés dans PLA2G4B a été initiée.

Nous avons pu récupérer 'ADN du frere du patient 2002213 également atteint
(macrocéphalie, présence de signes cutanéomuqueux de CS, et polypose colique ganglio-
neuromateuse), mais le variant de PLA2G4B, ¢.2267_2268insAT — p.Asn756Lysfs*36 n'a
pas été retrouvé chez lui.

Les ADN des apparentés atteints de la patiente 2010286 sont toujours en attente de
réception.
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Figure 15 : Arbres généalogiques des cas index 2002213 et 2010186

Z Q 2002213 2010286
ooty

[11.3.2. Analyse des deux trios

I11.3.2.1. Stratégie de validation des variants gén  érés

L'ensemble des fichiers .bam des 34 variants pour le premier trio (cas index 2001018), et
des 30 variants pour le second trio (cas index 2012115) ont été visualisés sur Alamut®, afin
de confirmer leur véracité, leur caractere sporadique, et leur potentielle implication dans les
phénotypes présentés par les cas index. Les criteres de validation de variants utilisés sont

ceux résumeés dans la figure 5.

La seule différence avec la stratégie utilisée précédemment (111.3.1.1), est que les .bam des
parents ont été visualisés dans le méme temps pour ces variants afin que leur caractére

sporadique soit confirmé.

Pour 2001018, aucun des variants n'a été validé.

Pour 2012115, une néomutation dans un potentiel gene candidat LDDX1 a été retenue. A
noter que ce patient présente un phénotype particulier de maladie de Lhermitte-Duclos
pédiatrique (découverte a I'age de 7 ans), pour lequel il est trés rare de retrouver une
mutation de PTEN.



[11.3.2.2. Néomutation validée dans un potentiel g¢é  ne candidat : LDDX1

» Etape n°l: Analyse des données NGS

L’'analyse tertiaire des données a permis de mettre en évidence une néomutation dans un

potentiel géne candidat LDDX1 chez le cas index 2012115:

- Cas _index : un variant faux-sens dans lI'exon 5, présent sur 48% des
reads, nomenclaturé c.191G>A — p.Arg64Lys, non connu de I'ensemble
des bases de données, prédit délétere par deux logiciels de prédiction
(SIFT® et MutationTaster®), et non délétere par trois autres logiciels
(Align GVGD®, Polyphen 2® et Kd4V®).

Les résultats de l'ensemble de ces logiciels étant a prendre avec

précaution, car les alignements utilisés pour leurs prédictions n’ont pas été

corrigés pour LDDX1, géne peu étudié a I'’heure actuelle.

- Parents du cas index: ce variant n'est pas présent chez aucun des deux

parents, c'est donc une néomutation.

- En réinterrogeant ERIS® pour tout type de variant dans le géne LDDX1
(mais en appliquant toujours les autres filtres), dans notre série de patients
et 8 témoins issus d'un autre projet d’exome, il n'a pas été mis en

évidence un autre variant d’intérét dans ce gene.

La figure 16 permet de visualiser les fichiers .bam du cas index et de ses parents dans la

région d’intérét sur le logiciel Alamut®.
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Figure 16 : Visualisation Alamut® des fichiers .bam du patient 2012115 et de ses parents au

2012115

o M, W W |

Total count: 44

A:0

C:23(52%, 21+, 2-)
G:0

T: 21 (48%, 17+, 4-)
TNz o

Reads in pair: 27/17
I Right click -> Options

sein de I'exon 5 de LDDX1

Total count: 41

A:0

C:41(100%, 33+, 8-)
G:0

T:0

N:0

Reads in pair: 22/19
Right click -> Options

Etape n°2 : Confirmation des variants par séquencag

Parents

e Sanger

Total count: 26

A:0

C: 26 (100%, 22+,4-)
G:0

N:0
Reads in pair: 14/12
Right click -> Options

Une PCR spécifique a été mise au point pour I'exon 5 de LDDX1 incluant une région

intronique d’environ 20 bases de part et d’autre de I'exon.

Les variants ont été confirmés pour le patient 2012115, et infirmé comme 'on pouvait s’y

attendre pour ses deux parents.

La figure 17 représente leur visualisation sous Sequencing Analysis®.

Figure 17 : Visualisation sous Sequencing Analysis® de I'exon 5 de LDDX1 chez le patient

2012115 et ses parents (au niveau de la néomutation retrouvée chez le cas index)

2012115
c.191G>A
(forward)

A G 2 .

G
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* Etape n°3: Etude du géne LDDX1 sur une série de LDD pédiatrique

18 PCR spécifiques (en plus de celle designée pour I'exon 5) ont été mises au point pour
tous les exons de LDDX1 incluant une région intronique d’environ 20 bases de part et d'autre

de I'exon.

Grace a ces PCR, il a été recherché une mutation constitutionnelle de LDDX1 chez 5
patients ayant tous présentés une LDD pédiatrique, et pour lesquelles aucune mutation de
PTEN en parties codantes (mutation ponctuelle ou grand réarrangement) n’avait été

retrouvée.

Aucune variant délétére dans LDDX1 n’a pu étre mis en évidence chez ces 5 patients.
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V. Discussion

Les patients avec un syndrome du spectre PHTS présentent des risques tumoraux
augmentés au cours de leur vie. Pour le CS, le seul pour lequel ce risque est documenté, le
risque est augmenté pour les cancers du sein, de I'endometre, de la thyroide, du rein, du
colon et de la peau 2. Des traitements efficaces sont disponibles pour ces différents
cancers a partir du moment ou ceux-ci sont détectés précocement. Ce constat permet de
comprendre l'importance du dépistage génétique et de la recherche d'une mutation
marquant le diagnostic moléculaire chez les cas index, pour évaluer l'intérét d’'un dépistage,
d'une prévention des cancers et d’'un suivi personnalisé pour tous les apparentés gu'ils
soient symptomatiques ou non. Dans le CS, il existe environ 15 a 20 % des cas, familiaux ou
sporadiques, pour lesquels aucune mutation constitutionnelle du géne PTEN ou d’autres
genes d'intérét, n'a pu étre mise en évidence. Cette génétigue non élucidée, rend le
diagnostic uniguement clinique, et complique donc le dépistage et le suivi de ces patients et

de leurs apparentés, devant I'impossibilité d’un diagnostic moléculaire.

L’hypothése d’'une hétérogénéité génétique pour les syndromes du spectre PHTS reste
d’actualité et méme si leur génétique est dominée par une mutation constitutionnelle du géne
PTEN, limplication d’autres génes de la méme voie de signalisation a été proposée "*. La
technique diagnostique doit alors étre sensible pour tous ces genes et les indications
adaptées. En effet, en dehors du syndrome de SOLAMEN, les autres phénotypes décrits au
sein des PHTS semblent distincts de ceux présentés par les porteurs de mutations d’AKT et
PIK3CA ®. En dehors de cette voie de signalisation, d’autres génes ont été impliqués,
comme SDHB, SDHD, et plus récemment SEC23B, mais ces résultats n'ont jusqu’a alors

pas été confirmés, voir méme ont été contestés .

Les tests prédictifs de mutations des scores CC et PP ont été créés pour évaluer la
probabilité de détecter une mutation du gene PTEN selon l'atteinte clinique des patients
atteints de CS, sur le méme modéle que le score BRCA Pro '® pour les patients avec un

cancer du sein et leurs apparentés.

Dans notre série, les deux scores de prédiction sont généralement concordants, et pour la
moitié environ des patients ils donnent une probabilité importante de trouver une mutation du
gene PTEN. Or, les deux patients pour lesquels il a été retrouvé un variant délétére dans
PTEN non détecté auparavant, sont ceux présentant les scores les plus élevés de la série.
Ces résultats tendraient donc a valider ces scores, méme si les études sur lesquelles ils
reposent comportaient des biais (le score PTEN Predict a été réalisé dans une cohorte ou

seulement 34% des patients entrant dans les criteres diagnostiques de ['International
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Cowden consortium ont été détecté mutés pour PTEN (contre 80 % dans les autres études)
tandis que le score CC se trouvait dans une cohorte avec seulement 9,5% de mutations de
PTEN).

Ces deux variants se retrouvaient respectivement sur 11% et 9% des reads (sur plus de 100
reads) dans notre analyse. On pourrait alors évoquer un mosaicisme, or ces deux patients
présentent une atteinte familiale, donc I'hnypothése d’'une néomutation semble peu probable,
et théoriguement le ratio allélique devrait étre plus élevé. Cela peut s’expliquer notamment,
par le séquencage préférentiel de l'allele sauvage, du fait de la présence d’'une queue polyT
d’au moins 40 pb au niveau de l'allele variant, mais aussi de part « I'alignement biaisé sur la
référence », ce qui signifie que les reads présentant un nombre de mismatch trop important
par rapport a la référence, ont été éliminés lors de I'analyse secondaire du fait d’'un score de
qualité du read trop bas (plus I'Indel est grande plus le score de qualité du read est bas). On

s'attend a ce que la modification des critéres de filtre lors de Il'analyse secondaire,

s'accompagne d’un ratio allélique plus élévé en faveur de I'alléle variant.

On peut également se demander pourquoi jusqu’alors il avait été impossible de mettre en
évidence ces deux variants. Pour 2001012, le profi EMMA avait mis en évidence une
diminution de l'intensité de I'exon 5, mais la QMPSF réalisée par la suite était revenue
normale, ce qui s’explique par un drop-out de l'allele muté, I'absence de délétion au niveau
de I'exon 5 de PTEN et I'absence de sonde a cheval sur les points de cassure. Pour
1998101 également, le profil EMMA s’était réveélé douteux pour I'exon 5, mais le séquencage
Sanger de cet exon avec des réactifs standards et dans des conditions de routine n’avait
amplifié que lallele sauvage. D’ailleurs méme avec le séquencage Sanger dans des
conditions optimisées, il existe une amplification préférentielle de l'allele sauvage avec une
plus faible intensité des pics mutés. De plus, ces deux patients avaient bénéficié en 2013
d’'une analyse compléte du locus de PTEN en NGS par synthese (lllumina), sans qu’il y ait
eu de détection des deux variants que ce soit par I'analyse informatique tertiaire (fichier .vcf)
ou la visualisation des fichiers .bam. Cela peut s’expliquer par les raisons citées au
paragraphe précédent, mais surtout par un pipeline d’analyse différent, élaboré pour détecter
des mutations ponctuelles et de petites Indels (10-20 pb) et qui éliminait de fagon
systématique les single mates (qui font baisser les scores de qualité de I'analyse), soulignant
limportance du traitement bioinformatique des données de NGS & I'heure actuelle .
Néanmoins, on peut noter rétrospectivement qu'il était visible une baisse de la couverture au

niveau de l'insertion, non visualisée chez des témoins de la méme analyse.

Ensuite, on peut souligner I'importance de cette découverte d'un point de vue mutationnel,
puisque ce phénoméne au niveau constitutionnel n'a jusqu’alors pas été décrit dans PTEN,

méme si il est de plus en plus incriminé dans bon nombre de pathologies génétiques
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humaines %% Autre fait intéressant, I'insertion de ces deux séquences Alu distinctes se
fait exactement aux mémes points de cassure indiquant la présence d’'un hotspot favorisant
la survenue de rétrotranspostion, nous incitant dorénavant a rechercher systématiquement
ces insertions dans I'exon 5 par PCR spécifique ou pipeline NGS adapté. L'origine différente
des deux rétrotransposons indique également qu’il ne s'agit pas d'un variant avec effet
fondateur, comme cela a pu étre observé pour le géne BRCA2 *'°. On peut noter par ailleurs,
que la troncation des séquences Alu lors de leur rétrotransposition est un phénomene

observé fréquemment et qui peut faciliter leur insertion.

Au niveau tumoral, ce phénomeéne avait déja été décrit mais cette fois-ci avec l'insertion
d’une séquence LINE-1 (L1Hs) dans I'exon 6 ™. La recherche de la présence d'insertions
semblables au niveau de I'exon 5 sur une série de tumeurs du sein présentant une extinction
de PTEN sans cause moléculaire identifiée s’'est révélée infructueuse. Cependant, cela
souleve la question de l'absence d'effet cancérogéne des insertions Alu dans I'exon 5. En
effet, aucun des deux patients décrits n'a présenté de tumeur maligne a 62 et 43 ans
respectivement, ce qui est rarement observé dans le CS. Cela pourrait s’expliquer par
I'expression d’un transcrit alternatif de I'exon 5, conséquence de l'insertion de la séquence

Alu 112

Concernant les deux patients présentant un variant dans le gene PLA2G4B, ils présentent
des scores phénotypiques hétérogénes. PLA2G4B code pour la phospholipase A, du
Groupe IVB (cPLA,B), groupe IV qui comprend 6 phospholipases cytosoliques. A I'exception
de cPLA,a qui catalyse I'hydrolyse des phospholipides en acide arachidonique, I'on connait
peu la fonction in vivo des autres phospholipases du Groupe IV'*®. Au niveau tumoral,
cPLAa a été impliquée dans la régulation de I'angiogenése, et son inhibition pourrait
constituer une nouvelle thérapie antiangiogénique dans le cancer du poumon et le

glioblastome™****

, malheureusement rien n'a été décrit pour cPLA,B. Les deux variants
retrouvés dans notre série se trouvent au niveau de domaines catalytiques, et n'ont pas été
décrits dans la base de données tumorale COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer). Néanmoins, il est décrit dans COSMIC des mutations du géne PLA2G4B
majoritairement faux-sens associées a une surexpression, présentes surtout dans les
tumeurs de 'endometre, du colon, de la peau, et de I'estomac.

Ces deux patients présentant une atteinte familiale, une étude de coségrégation familiale a
été initiée, mais le premier résultat obtenu dans une des deux familles est peu concluant,
puisque le phénotype de CS ne coségrége pas avec la présence du variant identifié dans

PLA2GA4B.

La néomutation de LDDX1 retrouvée chez un cas index présentant une LDD pédiatrique, est

guant a elle trés intéressante. Tout d’abord de par la présentation phénotypique du patient,
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puisque les LDD pédiatriques restent tres rarement expliqués par des mutations de PTEN,
contrairement aux formes adultes ?°. Ensuite, car le géne LDDX1 serait également impliqué
dans la régulation de la voie PI3K/AKT comme PTEN. En effet, il a été décrit une activation
de cette voie chez des drosophiles mutantes qui présentaient une grande délétion in-frame
de LDDX1. A noter que la néomutation retrouvée dans notre série n’a pas été décrite dans la
base de données tumorale COSMIC, qui récence majoritairement des faux-sens notamment
dans I'endometre.

Dans un premier temps suite a ce résultat nous avons recherché dans une série de cas de
LDD pédiatriques des variants constitutionnels potentiellement délétéres de LDDX1, mais
nous n'en avons pas retrouvé. Cependant les LDD pédiatriques sont tres rare, et le
diagnostic souvent uniguement radiologique reste difficile.

Il serait donc intéressant de pouvoir étudier ce géne au niveau somatique dans une série de
gangliocytomes dysplasiques du cervelet de survenue pédiatrique, ce type de tumeur ayant

été peu étudié sur le plan moléculaire.

Enfin, concernant le variant retrouvé de maniére incidente dans BRCAZ2, il nous incite a
envisager pour les patients présentant les scores prédictifs les plus faibles, d'autres
syndromes de prédisposition héréditaire au cancer, méme si les phénotypes semblent

atypiques.

61



V. Conclusion

Pour conclure, ces résultats nous encouragent pour les patients présentant les phénotypes
les plus caractéristiques et pour lesquels aucune mutation de PTEN n’a été retrouvé en
région codante, a persévérer dans I'étude de ce géene et de ces régions régulatrices, par
exemple en réalisant des études fonctionnelles qui évaluerait I'impact des variants
introniques rares profonds, ou encore par le séquencage et I'étude de régions régulatrices a
distance. lls nous poussent aussi a toujours réévaluer nos connaissances en fonction des
nouvelles techniques disponibles. On pourrait imaginer que la réalisation de génomes
complets qui évitent les biais de capture, pourrait permettre de mettre en évidence un
nouveau mécanisme mutationnel dans PTEN, a I'origine des CS présentés par le reste de la
série. Ceux-ci impliquent également de prendre en considération des variants détectés en
NGS a de faibles ratios alléliques, et ce méme pour la détection de mutations présentes a

I'état homogéne comme reporté ici.

Concernant les patients présentant les phénotypes les moins caractéristiques, cette étude
nous amene a reconsidérer I'hypothése d'une association fortuite de signes parfois
fréguemment retrouvés en population générale, ou de l'association & un autre syndrome
avec parenté phénotypique. En effet, la reconnaissance d'une grande variabilité
phénotypique au sein des PHTS s’est accompagnée d’'une augmentation importante des

indications moléculaires.

Quant a nos résultats concernant LDDX1, ils nous invitent a continuer d’explorer I'hypothese
d’'une hétérogénéité génétique dans le CS pour des formes particulieres, méme si ceux-ci

doivent auparavant étre validés.

L’hétérogénéité génétique dans le syndrome de Cowden typique reste encore a prouver.
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Annexes

Annexe 1 : Cowden Syndrome/PHTS clinical diagnostic and testing criteria

National

e gomf—’f"hcmi"CNCCN Guidelines Version 2.2014
T Cowden Syndrome/PHTS

Network®

NCCN Guidelines Index
Genetics Table of Contents
Discussion

REVISED PTEN HAMARTOMA TUMOR SYNDROME CLINICAL DIAGNOSTIC CRITERIAM

MINOR CRITERIA:

« Autism spectrum disorder

« Colon cancer

« Esophageal glycogenic acanthoses (=3)

«Lipomas (=3)

« Mental retardation (ie, 1Q <75)

«Renal cell carcinoma

« Testicular lipomatosis

« Thyroid cancer (papillary or follicular variant of papillary)

« Thyroid structural lesions (eg, adenoma, multinodular goiter)

«Vascular anomalies (including multiple intracranial developmental
venous anomalies)

MAJOR CRITERIA:
« Breast cancer
« Endometrial cancer (epithelial)
« Thyroid cancer (follicular)
« Gastrointestinal hamartomas (including ganglioneuromas, but
excluding hyperplastic polyps; =3)
« Lhermitte-Duclos disease (adult)
« Macrocephaly (=97 percentile: 58 cm for females, 60 cm for males)
« Macular pigmentation of the glans penis
« Multiple mucocutaneous lesions (any of the following):
» Multiple trichilemmomas (=3, at least one biopsy proven)
» Acral keratoses (>3 palmoplantar keratotic pits and/or acral
hyperkeratotic papules)
» Mucocutaneous neuromas (=3)
» Oral papillomas (particularly on tongue and gingiva), muitiple (>=3)
OR biopsy proven OR dermatologist diagnosed

Operational diagnosis in an individual (either of the followin

1. Three or more major criteria, but one must include macrocephaly, Lhermitte-Duclos disease, or gastrointestinal hamartomas; or
2. Two major and three minor criteria.

Operational diagnosis in a family where one individual meets revised PTEN hamartoma tumor syndrome clinical diagnostic

criteria or has a PTEN mutation:

1. Any two major criteria with or without minor criteria; or
2. One major and two minor criteria; or

3. Three minor criteria.

NPilarski R, Burt R, Kohlman W, Pho L, Shannon KM, Swisher E. Cowden syndrome and the PTEN Hamartorna Tumor
Syndrome: Systematic review and revised diagnostic criteria. J Natl Cancer Inst 2013;105:1607-1616.

Note: All recommendations are category 2A unless otherwise indicated.
Clinical Trials: NCCN believes that the best management of any cancer patient is in a clinical trial. Participation in clinical trials is especially encouraged.

National

Comprehensive NCCN Guidelines Version 2.2014

NCCN Guidelines Index

NSO Cancer Genetics Table of Contents
Notworke  Cowden Syndrome/PHTS Discussion
COWDEN SYNDROME/PTEN HAMARTOMA TUMOR SYNDROME TESTING CRITERIA2.D FOLLOW-UP

+ Individual from a family with a known PTEN mutation » At-risk individual® with a relative CSIPHTS
+ Individual meeting clinical diagnostic criteria® for CS/PHTS with a clinical diagnosis of tantiom critarial— See Follow-up
« Individual with a personal history of: CS/PHTS or BRRS for whom 4 9 (COWD-2)
» Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndrome (BRRS) or testing has not been performed me:
» Adult Lhermitte-Duclos disease (cerebellar tumors) or » The at-risk individual must have
» Autism spectrum disorder and macrocephaly or thia Following: o "
. PR g: Individualized
» Two or more bio_psy-p'rov‘en trichilemmomas or ° Any one major criterion or CSIPHTS techmmendatiois
» Two or more major criteria (one must be macrocephaly) or ¢ Two minor criteria & o X
» Three major criteria, without macrocephaly or testing criteria| — |according to
» One major and >3 minor criteria9 or not met personal and
» >4 minor criteria family history

Minor criteria:'

= Autism spectrum disorder

« Colon cancer

«>3 esophageal glycogenic acanthoses

eLipomas

« Mental retardation (ie, |1Q <75)

« Papillary or follicular variant of
papillary thyroid cancer

Major criteria:
« Breast cancer
« Endometrial cancer
« Follicular thyroid cancer
« Multiple G| hamartomas or ganglioneuromas
« Macrocephaly (megalocephaly) (ie, 297 %,
58 cm in adult women, 60 cm in adult men)?
« Macular pigmentation of glans penis
» Mucocutaneous lesionsh
» One biopsy-proven trichilemmoma
» Multiple palmoplantar keratoses
» Multifocal or extensive oral mucosal papillomatosis
» Muitiple cutaneous facial papules (often verrucous)

« Thyroid structural lesions
(eg. adenoma, nodule(s), goiter)

= Renal cell carcinoma

« Single Gl hamartoma or ganglioneuroma

« Testicular lipomatosis

= Vascular anomalies (including multiple
intracranial developmental venous
anomalies)

Patients who have received an allogeneic bone marrow transplant should not
have molecular genetic testing via blood or buccal samples due fo unreliable
test results from contamination by donor DNA. If available, DNA should be
extracted from a fibroblast culture. [f this source of DNA is not possible, buccal
samples can be considered, subject to the risk of donor DNA contamination.

8These are testing criteria, clinical diagnostic criteria on COWD-3.
bif two criteria involve the same structure/organ/tissue, both may be included as criteria.
CPilarski R, Burt R, Kohlmann W, Pho L, Shannon KM, Swisher E. Cowden syndrome

and the PTEN Hamartoma Tumor Syndrome: Systematic review and revised
diagnostic criteria. J Natl Cancer Inst 2013;105:1607-1616.

dif an individual has two or more major criteria, such as breast cancer and non-

meduliary thyroid cancer, but does not have macrocephaly, one of the major criteria

may be included as one of the three minor criteria to meet testing criteria.

©An at-risk individual can be defined as a first-degree relative of an affected individual
and/or proband. If a first-degree relative is unavailable or unwilling to be tested, more

distant relatives should be offered testing.

8Roche AF, Mukherjee D, Guo SM, Moore WM. Head circumference reference
data: Birth to 18 years. Pediatrics 1987,79:706-712.

"The literature available on mucocutaneous lesions is not adequate to
accurately specify the number or extent of mucocutaneous lesions required to
be a major criterion for CS/PHTS. Clinical judgement should be used.

nsufficient evidence exists in the literature to include fibrocystic disease of the
breast, fibromas, and uterine fibroids as diagnostic criteria

Note: All recommendations are category 2A unless otherwise indicated.

Clinical Trials: NCCN believes that the best management of any cancer patient is in a clinical trial. Participation in clinical trials is especially encouraged.
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Annexe 2 : Signes cliniques des syndromes PHTS

Le syndrome de Cowden

Lésions cutanéomuqueuses

90% patients (surestimés)
2éme décennie
Augmentent en nombre et
sévérité avec les années
Aucun risque de
transformation maligne

Trichilemmomes

Hamartomes bénins du
follicule pileux

Critére
Pathognomonique

Papules faciales

Périorificielles, couleur chair,
saillantes

Lésion tissulaires
hyperplasiques non
spécifiques

Papillomatose orale

lévres, gencives langue

80% des cas

Kératose acrale

petites Iésions palmo-
plantaires verrugueuses

Critére pathognomonique

Lésions digest ives

70 a 85% des patients

Acanthosis glycogénique

hyperkératose
aesophagienne

Spécifique du Cowden

« Des I'enfance Polypose 4 TN i
) estomac, duodénum, colon Critere mineur
*  Asymptomatiques++ hamartomateuse
Goitre adénomes thyroidiens

Lésions thyroidiennes

70a 75% des patients
60% bénignes
Précoces (enfance)

multihétéronodulaire

multifocaux ou des
hamartomes

Critére mineur

Thyroidite de Hashimoto

Avec ou sans retentissement
fonctionnel

Lésions mammaires

50a 70% des patientes
Débute a la puberté
Caractere évolutif
Multiplicité et bilatéralité

Mastopathie
fibrokystique,
hyperplasies atypiques,
gynécomastie des
hommes

fibroadénomes, adénomes
tubuleux,

Critére mineur

Les autres signes

Périmeétre cranien > 97eme

. . percentile Signe quasi constant
Macrocéphalie . . > .
Dés la naissance et Critére majeur
progressive

Lipomes

Sous cutanés ou profonds,
précoces

Critére mineur

Anomalies vasculaires

Angiomes plans
lymphangiomes angiomes
caverneux ou MAV

50% des patients

Anomalies
gynécologiques

Kystes ovariens, fibromes,
Iéiomyomes utérins

55% des patientes

Anomalies de I'appareil
urinaire

Polypes urétéraux, kystes
rénaux...

Risque tumoral

Cancer du sein

Jeune age (40 ans),
bilatéralité

70% des femmes
atteintes
Critére majeur

Cancer de la thyroide

Précoce, transformations
malignes

30% des patients
Critere majeur

Autres

Cancer de I'endomeétre,
Cancer du rein

Critére majeur de la
maladie

Le syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba

Association de : Macrocéphalie, retard du développement, lipomatose, malformations vasculaires, polypes hamartomateux
intestinaux et pigmentation génitale chez le garcon.

La maladie de Lhermitte Duclos

Gangliocytome dysplasique du cervelet. Clinique variable. Critere pathognomonique du syndrome de Cowden (adultes)

Les syndromes de Protée, Protée-like dont SOLAMEN

Gigantisme asymétrique plus ou moins proportionné et progressif, lipomatose, MAV, naevi epidermiques...
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Annexe 3 : Phénotypes détaillés des 22 cas index

Age au dg clinique 2002 2011 2010 2010

Date derniéres nouvelles cliniques 2007 2011 2012 2011
Interprétation Cowden Cowden Cowden SOLAMEN

Histoire Familiale oui oui non non

Papules faciales périorificielles X

Trichilemmomes

Papillomatose orale X X

Kératose Acrale

Lésions verrugueuses des membres X

Keratosis palmoplantaire

Autres lésions

Taches pigmentées du pénis

Naevus épidermique

Acanthosis glycogénique de
I'cesophage
Polypes gastriques/intestinaux

Polypes coliques X

Lésions bénignes X X X
Lésions GMHN adénomes vésiculaires goitre
Cancer de la thyroide X
Type histologique papillaire a priori

Hypertrophie mammaire virginale

Mastopathie bénigne complexe

Cancer du sein X

Syndrome de Lhermitte-Duclos

Autres NORB 1997
[Lipomatose etanomaliesvaseuares | x| x| x| x|
Lipomes sous cutanés X X X
Age naissance
Topographie région dorsale droite jambe gauche abdomen dos
Angiolipome X X
Age thorax
topographie et nombre intraosseux temporal droit
Lymphangiomes cutanés X
topographie et nombre multiples dorsales

MAYV profondes
Anomalies vasculaires
intracraniennes
Hypertrophie asymétrique d'un
membre

X

Lymphangiome médiastinal

Autres - A
bénin et des surrénales

Kystes ovariens X

Fibromes utérins

Cancer du rein X

cancer de I'endometre

mélanome malin

cancer colorectal

\‘
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Age au dg clinique avant 57 ans (2008) 2010 (déjac onnue) 2010 2002
Date derniéres nouvelles cliniques 2010 2010 2010 2 003
Interprétation Cowden Cowden Cowden LDD
- - oui (goitre parents et Soeur\ (ke sein 'ghyr‘o'l'de),
Histoire Familiale non mere (kc sein) fille non

sceur, Kc sein mere) (macrocéphalie)

Papules faciales périorificielles X
Trichilemmomes +/-
Papillomatose orale X X
Kératose Acrale X X X X
Lésions verruqueuses des M M
membres
Keratosis palmoplantaire X X

Autres lésions

Taches pigmentées du pénis

Naevus épidermique

Autres lésions dentaires

Acanthosis glycogénique de
I'cesophage
Polypes gastriques/intestinaux

Polypes coliques X

Lésions bénignes X X X X

Lésions nodules multiples nodules bénins nodules multiples

date (age)

Cancer de la thyroide

Hypertrophie mammaire virginale X
Mastopathie bénigne complexe
Cancer du sein X
Date (age) 75 ans

Lésion

Syndrome de Lhermitte-Duclos X
Méningiome frontal
Autres gauche

Lipomes sous cutanés

Topographie

Angiolipome

Lymphangiomes cutanés

MAYV profondes
Anomalies vasculaires
intracraniennes
Hypertrophie asymétrique d'un
membre

Kystes ovariens X
Fibromes utérins X
Autres Nodules rénaux

Cancer du rein

cancer de I'endometre X

mélanome malin

cancer colorectal

“
|
|



1999 ( déja

Age au dg clinique 2008 2006 54ans (2010)
connue)
Date dem[eres nouvelles 2003 2010 2012 2012
cliniques
Interprétation Cowden Cowden Cowden Cowden
Histoire Famililale - fille( méningiome + non fréres x2 ( Kc et polypes coliques)

oligodendrocytome) pére (Kc rein mere (kc sein et estomac

Papules faciales

r—— X X
périorificielles
Trichilemmomes X prétragien
Papillomatose orale X X X
Kératose Acrale X
Lésions verruqueuses des X
membres
Keratosis palmoplantaire X
Autres lésions
Taches pigmentées du pénis X
Naevus épidermique
palais ogival,

Autres chute des dents

Acanthosis glycogénique de

, X X
I'cesophage
Polypes
. 2 . X 0
gastriques/intestinaux
Polypes coligues X ganglioneuromatose X
Lésions bénignes X X X
Lésions adénomes GMHN GMHN
thyroidiens
date (age) 1998 20 ans
Cancer de la thyroide X X
Type histologique ADK papillaire
Date (age) 58 ans avt 28 ans

Hypertrophie mammaire
virginale
Mastopathie bénigne
complexe

Cancer du sein X
Date (age) 56 ans
Lésion

PC et age de la mesure PC 63cm en 1998

Syndrome de Lhermitte-
Duclos

Lipomes sous cutanés X X

Age

kyste sébacé du

Topographie dos

Angiolipome
Lymphangiomes cutanés
MAV profondes
Anomalies vasculaires
intracraniennes
Hypertrophie asymétrique
d'un membre

Kystes ovariens X
Fibromes utérins X
Autres Kyste foie et rein

Cancer du rein
cancer de I'endometre
mélanome malin
cancer colorectal

|
w



Age au dg clinique 2010 46 ans (2012) 2003 3ans (2 001)
Date derniéres nouvelles 2010 2013 2003 2014
clinigues
Interprétation Cowden Cowden Cowden Cowden

Fille (Kc thyroide)

soeur ( k¢ sein) Frere (mélanome) Mére (Kc Fille (seinB
Histoire Familiale olypes ( frere et thyroide) tante mat(Kc diificlutés non
polyp sein+leiomyome sigmoide) apprentissage)

saeur)

Papules faciales
périorificielles
Trichilemmomes

Papillomatose orale X X
Kératose Acrale X X
Lésions véruqueuses des
membres
Keratosis palmoplantaire X X

Autres lésions
Taches pigmentées du
pénis
Naevus épidermique

Autres kystes cuir chevelu

Acanthosis glycogénique
de I'cesophage
Polypes
gastriques/intestinaux
Polypes coliques

hamartomes du gréle

Lésions bénignes X X
Lésions Thyroidite atrophiante GMHN
date (age) 49 ans
Cancer de la thyroide X X
Type histologique ADK papillaire ADK papillaire
Date (age) 33 ans 10 ans

Hypertrophie mammaire
virginale
Mastopathie bénigne
complexe

Cancer du sein X

Date (age) 39 ans
Carcinome canalaire
infiltrant

Lésion

PC et ge de la mesure 56 cm a 15a

Syndrome de Lhermitte-
Duclos
Autres

Lipomes sous cutanés
Age
Topographie
Angiolipome
Age
topographie et nombre
Lymphangiomes cutanés X
topographie et nombre lymphangiome kystique
MAV profondes
topographie et nombre
Anomalies vasculaires
intracraniennes
Hypertrophie asymétrique
d'un membre

Kystes ovariens

Fibromes utérins X
Autres Hamartomes rénaux
Autres Maladies tumorales X M M
malignes

Cancer du rein
cancer de lI'endometre
mélanome malin
cancer colorectal

Carcinome adénoide kystique Tumeur médullaire Cancer de l'ovaire type Sertoli-

Autres de la langue Leydi




Age au dg clinique 30 ans 1995 ( déja connue) 2009

Date derniéres nouvelles cliniques 2002 2012 2009
Interprétation LDD Cowden Cowden

Histoire Familiale Kc colon pere Oui Non

Papules faciales périorificielles X
Trichilemmomes
Papillomatose orale
Kératose Acrale X
Lésions verrugueuses des membres X
Keratosis palmoplantaire
Autres lésions

XXX [X

X | X XX

x

Taches pigmentées du pénis

Naevus épidermique

Autres lésions dentaires

Acanthosis glycogénique de I'cesophage X
Polypes gastriques/intestinaux X
hamartomateux et

Polypes coliques adénomateux

Lésions bénignes X
Lésions Goitre multinodulaire GMHN
date (age) 14 ans

Cancer de la thyroide

Type histologique
Date (age)

Hypertrophie mammaire virginale

Mastopathie bénigne complexe X X
Cancer du sein 0
Date (age)

Lésion

PC et age de la mesure

Syndrome de Lhermitte-Duclos
Autres

Lipomes sous cutanés

Age
Topographie
Angiolipome X
Age
topographie et nombre cutanés++ et rectal

Lymphangiomes cutanés
topographie et nombre

MAV profondes X X
topographie et nombre fesse gauche pelvienne
Anomalies vasculaires intracraniennes X X

Hypertrophie asymétrique d'un membre

Kystes ovariens X
Fibromes utérins X X

Hamartomes hépatiques,

Autres Kyste rein

Cancer du rein
cancer de I'endometre
mélanome malin
cancer colorectal

\' ‘
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Age au dg clinique

46 ans (2011)

46 ans (1994)

2012 (7 ans)

Date derniéres nouvelles

Papules faciales périorificielles

cliniques 2013 2015 2012
Interprétation Cowden Cowden LDD
Histoire Familiale Non Mére : mésothelium Non

Trichilemmomes

Papillomatose orale

Kératose Acrale

X [X X | X

Lésions véruqueuses des
membres

Keratosis palmoplantaire

Autres |ésions

Taches pigmentées du pénis

Naevus épidermique

Autres

Acanthosis glycogénique de
I'cesophage

Granulomes annulaires cutanés
multiples

Polypes gastriques/intestinaux

x

Polypes coliques

|

Lésions bénignes X
Lésions GMHN
date (age)
Cancer de la thyroide X
Type histologique ADK papillaire

Date (age

Hypertrophie mammaire virginale

33 ans

Mastopathie bénigne complexe

Cancer du sein

Date (age)

Lésion

PCetagedelamesuresienfant |  60em | |  57cma7ans |

Syndrome de Lhermitte-Duclos

Autres

Lipomes sous cutanés

méningiome cérébelleux

Angiolipome

Lymphangiomes cutanés

topographie et nombre

MAV profondes

topographie et nombre

Anomalies vasculaires
intracraniennes

Hypertrophie asymétrique d'un
membre

Kystes ovariens

Fibromes utérins

Cancer du rein

cancer de I'endometre

mélanome malin

cancer colorectal

Autres

Oligodendrocytome cérébelleux
a 28 ans

Méningiome cérébelleux 1992
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Annexe 4 : Détails des amorces et des conditions de

PCR utilisées

Annexe 4a. Liste des amorces et conditions de PCR pour I'amplification de I'exon 5 de PTEN, et des séquences Alu

Exon Nom Séquence 5'-3' Orientation Taille (wt/mut) PCR Enzyme
S 5f ACCCACCACAGCTAGAACTT fwd 263/>450 pb 1 HotStarTag DNA
Polymerase
5r AAATTCTCAGATCCAGGAAGAGG rev (QIAGEN)
Amorces spécifiques des séquences  Alu
1*" point de cassure
5 Saf CCACAGTTGCACAATATCCTTTT  fwd */>300 pb 1 HotStarTaqg DNA
Polymerase
Alu_5r GAGAATGGCGTGAACCCG rev (QIAGEN)
2°™ point de cassure
5 AluYab_5f GGGATGGTCTCGATCTCCTG fwd */211 pb 2 AmpliTaq Gold DNA
AluYb8 5f CGCAATCTGGCTCACTG fwd */209 pb Polymerase (Life)
5r AAATTCTCAGATCCAGGAAGAGG rev

wt = alléle sauvage, mut = alléle muté, PCR = programme de PCR, fwd = amorce forward, rev = amorce reverse

* |'allele sauvage ne s’amplifie pas sous ces conditions

Annexe 4b. Liste des amorces et conditions de PCR pour I'amplification des exons 18, 19 et 20 de PLA2G4B

Exon Nom Séquence 5'-3' Orientation Taille (wt) PCR Enzyme

18 18f GTGTTGGTTCAGCAGGAGAG fwd 348 pb 3 AmpliTaq Gold DNA
18r ACTCCAAAGCCCCTCTCTTC rev Polymerase (Life)

19 19f CCTGTCAGGTGTGGAGAGTT fwd 438 pb 3 AmpliTaq Gold DNA
19r TGTGGGGAAGACAGGTTTGG rev Polymerase (Life)

20 20f AGCCCCGAAGAGCAGCTC fwd 635 pb 2 AmpliTaq Gold DNA
20r TCCTTACCCCACTGCAAACT rev Polymerase (Life)

wt = alléle sauvage, PCR = programme de PCR, fwd = amorce forward, rev = amorce reverse
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Annexe 4d. Liste des programmes de PCR utilisés

PCR Dénat. Cyclel Final élong.  Store
1 95°10° (95° 30" - 64° 45 -72° 1) x 40 72° 20" 15°
2 95°10°  (95° 30" - 62° 30" - 72° 45°) x 40 72° 20° 15°
3 95°10°  (95° 30" - 60° 30" - 72° 45') x 40 72° 20 15°

PCR = programme de PCR
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Annexe 5 : Score de Prédiction de mutation CC ~ *

Table 4. CC Adult Score Derivation

Relative Risk Relative Risk

Population Risk (Referral/ ) ( /C ) Weight
Neurological
Macrocephaly, presence 2 10.7 30.1 6
Extreme (male, OFC 2 63 cm) 02 130 160 10
Extreme (female, OFC 2 60 cm) 0.2 20 170 10
Lhermitte Duclos disease 0.01 80 860 10
Autism or developmental delay s 0.2 1.2 1
Breast and Gynecological
Invasive breast cancer
<30 0.06 233 233 4
30-39 0.43 202 198 4
40-49* 145 17.3 12.6 2
250 10.93 3 18 1
Fibrocystic breast disease 10 45 4.2 1
Endometrial cancer
20-29 0.01 50 140 10
30-39 0.06 20 46.7 6
4049 0.19 13.7 368 6
250 243 37 29 1
Fibmids 13 32 29 1
Gastrointestinal
Polyposis syndrome 1 37 343 6
(five or more, any type)
Intestinal hamartoma or 0.01 10
ganglioneuroma, any number
Glycogenic acanthosis 0.01 100 1520 10
Skin
Trichilemmomas, 0.01 60 570 10
biopsy proven
Oml papillomas 0.46 174 33 6
Penile freckling 1 18.8 29.4 6
Acral keratoses 10 0.6 27 1
Arteriovenous 0.25 36 45.6 6
malformations
Skin lipomas 20 13 21 1
Endocrine
Thyroid cancer
<20 0.01 9% 480 10
20-29* 0.06 46.7 48.3 4
30-39* 0.13 44.6 515 4
40-49% 0.17 435 447 4
=50* 0.57 17.7 6.7 1
Thyroid goiter, nodules, 5 7.1 144 4
adenomas, or Hashimato's
thyroiditis (one or more features)
Genitourinary
Renal cell carcinoma 1.9 32 45 1

* For these specific features, referral bias was clinically recognized and accounted for by a standard downward modification of weight by a risk tier; this bias may
also be recognizedin a high RR (study population/community, relative to the RR in patients with PTEN mutations/community). Individual features for which high
referral bias was evident, but where weight was already 1, were not further adjusted downward.

® For this borderline RR just above the threshold of 50, given the relatively consistent RRs in adjacent groups for all populations, this weight was adjusted to 4 for
consistency between the adjacent age groups.
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Figure 2. CC Score gr for O ac i Point Pretest Probability of Germline PTEN Mutation

The CCscore is first derived by a sum of the wﬂgms of posluw fealurts that is provided in Table 4. To illustrate, three hypothetical cases
are presented, each corresponding to a CC score of 5 points, 10 points, and 15 points, respectively. Case 1 may present with breast cancer
at age 55 (1 point), with background of thyroid cancer at age 44 (4 points), with a final score of 5 and corresponding point probability <
1%. Case 2 may present with breast cancer at age 38 (4 points) and concurrent macrocephaly (6 points), with a final score of 10 and
corresponding point probability of 3%. Case 3 may present with a single hamartomatous gastrointestinal polyp (10 points) found on
endoscopy, Hashimoto's thyroiditis (4 points), and lipomas (1 point), for a final score of 15 and corresponding point probability of 10%.
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Annexe 6 : Score de prédiction de mutation PTEN Pre

dict ¥

SIATE

UNIVERSITY

Center

PTEN-Predict: Mutation Risk Calculator

PTEN Predict is the property of the
Clinical Cancer Genetics Program,
Department of Internal Medicine,
James Comprehensive Cancer Center,
The Ohio State University.

For questions, contact
Robert Pilarski, MS, CGC
614-293-7774
robert.pilarski@osumc.edu

Females <18 Indicator
Variables (Yes/No)
Benign Skin Lesions No
Macrocephaly No

Females >18 Indicator
Variables (Yes/No)
Benign Gl Lesions No
Benign Thyroid Lesions No
Macrocephaly No
Papillomatous Papules No
Trichilemmoma No
Endometnal Cancer No

Males <18 with macrocephaly Indicator
Variables (Yes/No)
Lipomas No
Papillomatous Papules No
Penile Freckling No

Males > 18 with macrocephaly Indicator
Variables (Yes/No)
Benign Gl Lesions No
Benign Thyroid Lesions No

m |
o



Annexe 7 : Liste des 15 variants validés n'impliqua

Position

nt qu’un seul cas index

Patients Gene . ) Génotype Type de variants
génomique
2002213 TMCO4 g.20072127 AG non sens
-ITGAGTGTGTCCTGTATGTGTGTGTGAGA
CCCCTGAGTGCACTTCACTGTCACT
1998101 FLG2 g.152324335 GGACTCACTGTGGCTAGATCTCTGT grande insertion
CTTCCAGTTGTCCTGGACCCTCTCTGTGT
GGACTGTCCATGACCAGAGTGG
2010018 USH2A  .215844313 CT impact épissage
2006406 HELQ g.84376685 CG impact épissage
1998002 | NUP155 g.3733602 AT/- frameshift
2001018 | DMGDH g.78359437 AG impact épissage
2003007 CROT g.86978418 CT non sens
2010391 SSPO g.149487384 Cl- frameshift
2003007 MMRN2 g.88705235 CT impact épissage
2010029 SCYL1 g.65305291 GTCT/- frameshift
2008383 ANO2 0.5941688 AG non sens
2010391 HYDIN g.70986510 -IGA frameshift
2010391 | ZNF594 g.508738 AA/- frameshift
2003023 HAUSS g.17169493 AC non sens
2003023 | ZNF419 g.58003582 AG impact épissage
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Serment d’Hippocrate

En présence des Maitres de cette école, et de mes condisciples, je promets et je jure
d’étre fideéle aux lois de I'honneur et de la probité dans I'exercice de la Médecine.

Je donnerai gratuitement mes soins a l'indigent et n'exigerai jamais un salaire au-
dessus de mon travail. Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui S’y
passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira ni a
corrompre les meeurs ni a favoriser le crime.

Reconnaissant envers mes Maitres, je tiendrai leurs enfants et ceux de mes
confreres pour des freres et, s’ils devaient apprendre la Médecine ou recourir & mes soins, je
les instruirai et les soignerai sans salaire ni engagement.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir heureusement
de la vie et de ma profession, honoré a jamais parmi les hommes. Si je le viole et que je me

parjure, puissé-je avoir un sort contraire.
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L’hérédité manquante dans le syndrome de Cowden : Approche par séquengage d’exome

Résumé: Le syndrome de Cowden (CS) est une maladie de transmission autosomique dominante
associée a des mutations germinales du géne suppresseur de tumeur PTEN. Son expression
phénotypique est tres variable, et |'existence de patients avec un phénotype démonstratif sans
mutation de PTEN retrouvée suggere I'existence d’'une hétérogénéité génétique. Pour explorer cette
hypothése, nous avons recherché par séquencage d’exome (WES), des altérations moléculaires dans
un gene candidat commun dans une série de 22 patients évocateurs de CS, sans mutation de PTEN
détectable par des méthodes conventionnelles. Pour deux d'entre eux de présentation sporadique,
les ADN parentaux étaient disponibles permettant une stratégie de trio. De fagon surprenante, pour
deux patients, le WES a identifié dans I'exon 5 de PTEN deux insertions Alu distinctes aux mémes
points de cassure, jamais décrites. Celles-ci n’ont pas été retrouvées dans une série de 35 cancers du
sein avec perte d'expression de PTEN sans mutation de celui-ci identifiée. Nous avons également mis
en évidence deux genes candidats, PLA2G4B et LDDX1, qui pourraient amener un nouvel éclairage
sur la carcinogenese et les voies de signalisation, mais d'autres travaux sont nécessaires pour
confirmer leur implication. Cette étude révele dans PTEN la présence d’'un hotspot de
rétrotransposition Alu, responsable de CS, et suggére que des mutations de PTEN non détectées
pourraient contribuer a I'nérédité manquante du CS. Ainsi, I'nétérogénéité génétique dans le CS reste
a ce jour a prouver.

The missing hereditability in Cowden Syndrome: Approach by exome sequencing

Abstract: Cowden syndrome (CS) is an inherited autosomal dominant disorder associated with
germline mutations of the tumour suppressor gene PTEN. Its phenotypical expression is highly
variable and the existence of patients with a demonstrative disease phenotype without a PTEN
mutation may be related to genetic heterogeneity. To explore this hypothesis, and in order to
compare potentially deleterious variants that could enable us to identify a new candidate gene, we
performed Whole Exome Sequencing (WES) in a series of 22 CS patients without a PTEN mutation
detectable using conventional methods. Two of them with a sporadic presentation had parental DNA
available allowing a trio strategy. Interestingly, in two patients WES revealed the presence of two
distinct, undescribed Alu insertions with the same breakpoints in PTEN exon 5. These insertions were
not found in a series of 35 breast carcinomas that showed a loss of PTEN expression without a
detectable alteration of this gene. We also identified two novels candidate genes, PLA2G4B and
LDDX1 that can reveal important perspectives concerning functional pathways and carcinogenesis,
but further investigations are needed to confirm their implication. This study reveals the presence of
a PTEN Alu insertion hotspot involved in CS, and furthermore suggests that undetected PTEN
mutations could contribute to the CS missing hereditability. Genetic heterogeneity in CS remains to
be proved.

Discipline: Génétique Médicale

Mots-clés : PTEN, Syndrome de Cowden, Séquence Alu, Séquencage d’exome, Hétérogénéité
génétique

UFR DES SCIENCES MEDICALES, 146 rue Léo Saighat CS 61292, 33076 Bordeaux
CEDEX

83



