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Estimer le risque d’une exposition aux radiations ionisantes
a la thyroide pour le développement de cancers

Une exposition aux radiations ionisantes est le seul facteur de risque avéré pour les cancers de la

thyroide
* Pour une exposition avant 15 ans
* Pour une dose a la thyroide > 50mGray (mGy)

= L'épidémiologie conventionnelle mesure un exces significatif de cancers en comparaison

des populations non exposées

* Exposition externe (radiothérapie, Hiroshima/Nagasaki)

* Contamination par les iodes radioactifs (retombées de Tchernobyl en Ukraine, Biélorussie et Russie)

< 50mGy : hors des limites de I'épidémiologie conventionnelle

Effet des faibles doses sur la
santé publique ?

Pas de réponse

ﬂ

Identifier au cas-par-cas les cancers
radio-induits des cancers spontanés

Contexte d’exposition

Hiroshima/Nagasaki
Tchernobyl (Europe de I'Est)

Imagerie médicale
Fukushima

Polynésie francaise
Tchernobyl en France

Ordre de grandeur des
doses a la thyroide

( Dizaine de mGy|a 1Gy
| Dizaine de mGyja 10Gy

/Quelques mGy - dizaines de mGy
Quelques mGy a 10mGy
Dixieme de mGy a 10mGy

\ 2-6 mGy chez I'enfant
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Comment peut-on déterminer si un cancer est radio-induit ?

Comparaison cancers radio-induits (R) vs cancers spontanés (S)

Pas de critere anatomopathologique spécifique
Trés majoritairement des cancers papillaires (PTC), comme les cancers S (80% des cas)

Pas de critere clinique spécifique, et méme bon pronostic que les cancers S

Pas d’altération génique spécifique
BRAF, RAS, RET/PTC majoritairement, comme les cancers S

Certains types de réarrangements ne sont observés que dans des tumeurs R, mais tres
rares

Impossibilité de déterminer au cas-par-cas sur ces criteres
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Analyses moléculaires pour identifier les tumeurs
en fonction de I'étiologie

Analyser les caractéristiques moléculaires des cancers radio-induits et des cancers
spontanés (composition du tissu en mRNA, miRNA ...)

Les comparer pour identifier une liste (ou des listes) de marqueurs moléculaires
spécifiguement associés a I’historique d’exposition aux Rl

SIGNATURE MOLECULAIRE

Valider la robustesse de la signature pour prédire I'étiologie des cancers de la thyroide
en prospectif
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Outil pour reconnaitre au cas-par-cas les cancers Rvs S
Contexte médico-légal

Estimer le risque associé aux faibles doses ?




Marqueurs moléculaires pour identifier un tissu sain ou un cancer
Analyses globales a haut débit

Cancer de la thyroide R ; Cancer de la thyroide S
* 2 C O < < » © C O <
ADN 600@ 600@ (;e}\z (SQ'(& (;e(\z (;é& c;e}\z (;e}‘z (50‘\@ (;e“e (;z‘&
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m.iR. ,/A R£ ) miR. ,/A Rl
P Y ) Ensemble des ARNs o O

® . ®
~ = Transcriptome °
miRNome IIII Variable: \/II

Qualitativement
l Quantitativement

Protéines Protéines

o Ensemble des protéines \
% A‘ = Protéome \

Les «omiques » signent I'état d’un tissu donné dans un contexte donné
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Outils bioinformatiques pour identifier les signatures

Enormément de données générées
Outils informatiques pour I'exploration des données

Outils bioinformatiques existants mal adaptés aux petites séries d’échantillons

: ’ e A ,
Pour exemple: 1e étude 2¢ étude 3¢ étude
12 cancers R
. =) Signatures
Transcriptome 1:::::::;55" 14 cancers S ;i zz:zzz l;
0, ’ . -
Tchernobyl % d erreurs variables en fonction des
l méthodes l
[+) o, .
Pas de signature % Pour lesR | % Pour les S Pas-de S|fgr_1?ture
identifiée GPLS 17 7 identifiée
LKSVM 25 7 i
ignature
PAM 2 29 tissus normaux exposés vs
RF 33 14 non exposés
Detours, Br J Cancer, 2005 Detours, Br J Cancer, 2007 Dom, Br J Cancer, 2012

Développer une méthode d’analyse focalisée sur la sélection des marqueurs les plus
discriminants entre deux groupes, adaptée aux petites séries d’échantillons

Intégrer une étape systématique de validation de la signature
Robustesse de la signature pour classer une série indépendante de cancers

Strategy to find molecular signatures in a small series of rare cancers: validation for radiation-induced breast and thyroid tumors
Ugolin, PLoS One 2011
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Comment identifier et valider une signature moléculaire ?

Une série de cancers R et S pour identifier la signature Une série indépendante de cancers
Etiologie connue pour la validation
N =6 Cancers R Apprentissage N =6 cancers S Cancers codés X

"“"““" X1 || X2 || X3 || X4 || X5 || X6
| A N N N S |

Pour chaque cancer:

- Extraction des marqueurs d’intérét , les ARNm par exemple

Analyse du Transcriptome par séquencgage

=> nombre de copies de chague ARNm exprimé dans chaque cancer |'| |'| |'| |'| |'| |'|

VR e

Pour chaque cancer X:

- Ne sont considérés que les ARNm de la
§3 signature

—=% - CommeR?/commeS?

Cancers

Rl R2 R3 R4 RS

Tt SNL e e S eSS sam=

___________

_____________

~ AN it R it S o
ST e e, ~ soit R, soit 5, sort
R SS

SIGNATURE I

Comparaison de la prédiction et
des données clinigues
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Premieres signatures identifiées au LCE
Transcriptome

/" Contamination par les iodes |
radioactifs

Plus faibles doses
Plus faibles débits de dose
Série d’apprentissage = 14 R + 14S Série d’apprentissage=6R+7 S
Adénomes + PTC PTC
Signature de 322 génes Signature de 106 génes
Tumeurs S ______ CancersR
o5t . ’ ’:,/5 Ra7 e (:!li» :'}m //// \\\
e T - S~ - S/ |
A Signature « TCHERNO » : \\\\_ﬁ@
Tumeurs Robuste pour prédire Cancers S
PTC post-radiothérapie vs S ?
Vallﬁdpalt:?n = 23 tumeurs | | Validation = 13 PTC
Petites séries => valider sur des séries plus importantes
Gene expression signature discriminates sporadic from Comparison of transcriptomic signature of post-
post-radiotherapy-induced thyroid tumors Chernobyl and postradiotherapy thyroid tumors
Ory, Endocr Relat Cancer, 2011 Ory, Thyroid, 2013
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Comparaison des spécificités moléculaires
Radiothérapie - Tchernobyl

5 génes en commun entre les deux signatures
PABPC1, SERPINE1, GTF2H2, DHCR24, CLU

Série post-radiothérapie Série post-Tchernobyl

A A
N PTC post-Tchernobyl
_ \ (N=12)
bl
~
‘ > , A A
A ‘\ I
— A ML > ' | a . >
A R 7 R
A A
PTC post-radiothérapie |A / { A A A
(N=12) / \ N
s, / Classement en deux \
A R groupes S

pas de prédiction

= > Cancers associés aux faibles et fortes doses de radiations ionisantes

présentent des spécificités moléculaires communes qui les classent comme R en
comparaison des cancers spontanés

Nouvelles séries pour déterminer si :
Une signature unique pour prédire I'étiologie Rvs S ?
Des signatures en fonction du niveau de dose a la thyroide, type exposition ?
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Nouvelles séries post-Tchernobyl and post-radiothérapie
En cours d’analyse

Retombées de Tchernobyl en Radiothérapie pour un cancer
Ukraine pédiatrique
29 cancers R Analysé dans les 50 cancers R
36 cancers S mémes 55 cancers S
21 - 41 mGy (N= 15) conditions
1,5Gy - 28Gy
0,58Gy — 2,5Gy (N= 14)

Identifier une signature « faibles doses »

Identifier une signature
Doses < 50mGy

« fortes doses »

Identifier une signature « fortes doses »
Identifier une signature « faibles + fortes dose »

!

Impact de la dose a la thyroide sur la composition et la robustesse des signatures

Transcriptome
miRNome
Exome (post-Tchernobyl seulement)

Tissue normal exposé vs non exposé
Empreinte de I'exposition ?




Série Post-Tchernobyl
Signatures miRNome des cancers « faibles doses »

miRNome analysé pour 33 S et 21 R (9 fortes doses + 12 faibles doses)

Cancers Tchernobyl , Cancers Tchernobyl ,
Cancers spontanés . Cancers spontanés
Aelple(eokas Ukrainiens non exposés Faibles doses Ukrainiens non exposés
580 a 2500 mGy P 30 3 40 MGy P
. 87 . .
Signature « fortes doses » . pna Signatures « faible doses »
183 miR/snoRNA en commun 430 miR/snoRNA
Validation = 37 PTC ) ':.Ortes q3§tes" Validation =33 PTC | F /':ij_b es df’;’is"
. . ien prédi ien prédi
;?37 bien predit P 21/33 bien prédit D
' . . 87 R “fortes doses”
4 mal dit (4S L o
mal predit (45) R “faibles doses” 4 mal prédit (3S + 1R) 4/9 bien prédit
9/12 bien prédit 47?
3/12°? 1 mal prédit

= > Confirme le cceur de spécificités moléculaires R vs S indépendant de |la dose
= > Soutient le potentiel des signatures moléculaires pour explorer les effets des
faibles doses de radiations ionisantes

Permet des analyses rétrospectives sur des cancers archivés (fixés au formol et conservés dans la paraffine)
Pas possible avec une signature transcriptome : ARNm sont dégradés par la fixation
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Série post-radiothérapie

la robustesse de prédiction

Signatures cancers transcriptome + miRNome

Tester la possibilité de signatures mixtes (incluant plusieurs « omiques ») pour augmenter

Apprentissage: 18 Rvs 18 S

(10 PTC et 8 FTA)

Signature = 1077 genes + 226 miRNA/snoRNA

Secrn
\ > ’ - \
1146 N 7’ \
\ ’ ’ \
L SN N L7 @ Fr4110e
S=f~P=E-B1 LI ~ z \
; < -,
@5 aS)F‘(—Pflzgz_B -M-P-55 _ ,. R-F-A-29 “
- Fo ~—_ - @ sFroaL
e - loze PTC R .R’Fii?s—is‘ ,, R-F-A-11l FTA R “ °
/4 ’ £ 4118
O Qo . . @ 1 ' P oy e
—3‘,2 —2,'56 —1,‘92 —J,IZE N \70,'54 0,'54 1,'25 1,92 z,b ",#’?’iés . R-FT-A-100 1
Ogrr-on S~ ~_ 038 @r-F-r-s8 ,_ - \ \
@ -r1-p-57 ~ 4 4 \ 1
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-M-A-44
@ s-Frpr2a | S~ JaTaraEh)
Y 1148 . . ~ o
53 Tumeurs de validation
-71’:; —2,Yaxis =2 X s = 1, Y ais = 2
33 PTC 20 FTA
24 bien prédites

2 mal prédites
77

15 bien prédites

3 mal prédites
27

Permet d’explorer plus exhaustivement les mécanismes moléculaires caractérisant les
cancers R et les cancers S
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Perspectives pour les signatures de cancers

50mGy
Ordres de grandeur des 16y Radiothérapie Dizaines de Gy
. . 200mGy-400mGy ¢ ] > En cumulé
doses a la thyroide Tchernobyl 106Gy
<€ ] ] L] L] >
10mGy
Hiroshima/Nagasaki
I =m = =)
Fukushima {==)
Polynésie Frangaise {==—===) Imagerie médicale
¢ D
Tchernobyl =)
France 2-6mGy 1,5Gy 28Gy
T Radiothérapie
« faibles » « fortes »
20mGy  40mGy 0,6Gy 2,5Gy

Eprouver les signatures sur des cohortes « faibles doses »

Vigilance concernant:

- Effets de fonds génétiques différents (Européen, Asiatique, Maori)

- Effets de facteurs confondants non considérés dans les cohortes analysées

Comprendre les mécanismes moléculaires de la carcinogenése radio-induite dans la
thyroide humaine (réseaux de génes-miR)
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Empreinte d’exposition aux radiations ionisantes
dans les tissus normaux

[ Cancers R } Cancers S

\ VY Tissu normal Tissu normal
i E - exposé A
Image Amit Akirov P non expose Image Amit Akirov
. - c S Tissu normal Tissu normal
ancers ancers , ,
exposé | non exposé

Signature « fortes doses » ,

Signature « faibles doses »

Recouvrement entre les signatures du tissu normal et les signatures de cancers ?

Role de 'empreinte d’exposition « tissu normal » pour le développement du cancer ?
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Analyse de la réponse du tissu thyroidien normal
aux radiations ionisantes

Comprendre que sont ces empreintes d’exposition

Analyser les mécanismes moléculaires en réponse aux radiations ionisantes dans la
thyroide humaine normale

En fonction de la dose / débit de dose

Préciser les effets des faibles doses de radiations ionisantes sur la thyroide humaine

Carvalho et al., 2017

T3, T4

lode retsiarei
Lume! (Thyr
Tissu normal de Unité fonctionnelle =
thyroide humaine Follicule thyroidien 2-6 mois chez la souris
/ Saito et al., Biochem Biophys Res Commun, 2018
Microscopie Marquage anti-
photonique thyroglobuline (TG)
4 . . 5 semaines de culture
Complémentaires des signatures

Avant culture

Pour d’autres questionnements :

- Optimisation des protocoles de contre-
mesures

- Effets des perturbateurs endocriniens

>

4 semaines
de culture
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Participants au projet
Collaborations, plateformes et financements

Laboratoire de Cancérologie expérimentale, CEA

S. Cheuvillard N Ugolin
D. Mejlachowicz Y. Corre
C. Mathé
Signature post-radiothérapie Modeles 3D

M Schlumberger
A Al Ghuzlan Gustave Roussy, Villejuif

F de Vathaire Gustave Roussy, Villejuif . . .

A Al Ghuzl S Lassalle Hopital Louis Pasteur, Nice
vzian M.Souidi Lracc (IRSN)

P Hofman Hopital Louis Pasteur, Nice

F Borson-Chazot
_ ~ CHU de Lyon
M Decaussin-Petrucci

Signatures Tchernobyl

Chernobyl Tissue Bank: Financements
A Abrosimov, T Bogdanova, G Fadda, J Hunt, M lto, EU GenRisk-T
V LiVolsi, J Rosai, ED Williams, Gerry Thomas Electricité de France
Plan “Cancer- environnement”

Séquencage (Transcriptome, exome) CEA/DRF radiobiologie segment 4

JF Deleuze Centre National de Recherche en AAP 2020 radiobiologie IRSN-CEA
, . : ANSES
Genomique Humaine, Evry, CEA

miRNome
GENOM'IC Hopital Cochin, Paris
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CQa Merci de votre attention
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