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Celui qui connait les hommes est prudent.

Celui qui se connait lui-méme est éclairé.

Celui qui dompte les hommes est puissant.

Celui qui se dompte lui-méme est fort.

Celui qui sait se suffire est assez riche.

Celui qui agit avec énergie est doué d'une fernhené.

Celui qui ne s'écarte point de sa nature subsiaggémps.

Celui qui meurt et ne périt pas jouit d'une (étdehdongévité.

Dao De Jing, chapitre 33, Lao Zi (Vle siécle avClJ), traduction de Stanislas Julien (1842)
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Classification des lésions thyroidiennes

1 Abréviations

» ADN : Acide désoxyribonucléique

* ARN : Acide Ribonucléique

* ARNm : Acide Ribonucléique messager

e AT : Thyroidite Auto-immune

*  ChIP-chip : Immuno-Précipitation de la Chromatine Isiopuce (chip)

* FTA : Adénome Folliculaire Thyroidien
o FTA-a: FTA darchitecture macrofolliculaire
o FTA-b: FTA d'architecture microfolliculaire

e FTC : Carcinome Folliculaire Thyroidien

¢ GD: maladie de Basedow (Graves’ Disease)

* MNG : Goitre Multi-Nodulaire

 OTA : Adénome Oncocytaire de la Thyroide

e OTC : Carcinome Oncocytaire de la Thyroide

e PTC : Carcinome Papillaire Thyroidien

e T-UM : Tumeur thyroidienne de Malignité Incertaine
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Classification des lésions thyroidiennes

2 Introduction

2.1 Epidémiologie du cancer thyroidien

L'accident de Tchernobyl, en 1986, a mis en lumi@émancer de la thyroide. Les cancers de la
thyroide représentent 4 000 a 5 000 nouveaux casrpan France en 2000. lls sont plus
fréquents chez la femme que chez I'homme, ave@xmasio de 1/3,5. Leur augmentation est
ancienne et continue depuis 1975. Elle a commena@tal986 et ne semble pas s'étre
accélérée apres 1986. Cette augmentation est égalazunstatée dans la plupart des pays
d’Europe de I'Ouest mais aussi aux Etats-Unis, houchés par cet accident, avec une
augmentation trés similaire en France et aux Blais- La répartition Est-Ouest sur notre
territoire rend peu plausible I'hypothese d’'un effehernobyl (Table 1). Cette augmentation
pourrait notamment étre liée a une meilleure digteate ces cancers consécutive a I'évolution
des pratiques de diagnostic et de traitement déediea de la thyroide. Des cancers de plus en
plus précoces sont découverts de facon fortuitexghorant et traitant la thyroide pour une
pathologie bénigne. Sur les piéces d'autopsieetmouve des structures cancéreuses sur 6 a
20% des pieces, alors que l'incidence cliniquales2 a 10 cas pour 100 000 habitants par an.
Cette différence entre incidences autopsiques iaiquke pose le probléeme de ['‘évolution

naturelle de ces tumeurs.

Plusieurs variétés de cancers thyroidiens sontuasrdont une forme grave a prédisposition
héréditaire. La plupart de ces cancers sont desecarifférenciés a progression lente. La
gravité de cette pathologie tient a sa capacit@&veldpper des métastases, essentiellement

osseuses.

Pour les cancers différenciés sporadiques (paei#aiPTC, et folliculaires, FTC), aucune
étiologie n'est retrouvée dans 95% des cas. Leedacttiologique le moins contesté est
l'irradiation de la thyroide. La latence apres arposition est variable, en moyenne de 15 a 20
ans, mais parfois beaucoup plus courte, ce quieesas des cancers survenus en Ukraine et
Biélorussie apres l'accident de Tchernobyl. Cesaansont généralement de type papillaire.
Les autres facteurs prédisposant sont plus ranesletonnus. Une prédisposition familiale est
relevée dans 20 a 30% des cancers médullaires (@86 cdncers thyroidiens). Cette
prédisposition est strictement corrélée avec unéatiom de I'oncogéne Ret localisé sur le
chromosome 10. La transmission est de type autggmndominant. Ces cancers rentrent le

plus souvent dans le cadre des Neéoplasies Endexcnies Multiples de type 2 (NEM2A et
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NEM2B). Par ailleurs, 3 a 5% des patients atteitgscancers papillaires (80% des cancers
thyroidiens) ont un parent atteint lui-méme d'unceat de la thyroide. Pourtant aucun marqueur

génétique n'a été identifié.

De rares maladies génétiques sont associées adesrs de la thyroide : polypose colique et
syndrome de Gardner, syndrome de Carney, syndr@meowden. Certaines mutations sont
parfois retrouvées dans les tumeurs thyroidienbesgene B-Raf est parfois retrouvé muté
dans les cancers papillaires, de méme que le g&ae R gene Ret peut subir des
réarrangements. Ces mutations ne sont pas desenasdgle prédisposition mais des marqueurs

de gravité tumorale ou de sensibilité thérapeutique

Le traitement de ces tumeurs fait appel a la cieu(pour les tumeurs en place) et a l'iode
radioactif (pour les métastases des tumeurs difééées). La caractérisation des diverses
variétés de cancers thyroidiens (définissant lepessivité) est apportée par les analyses
anatomopathologiques. Au cours des années padeéesStudes d'expression des génes (par
biopuces) ont permis de mieux comprendre les méaasd moléculaires impliqués dans le

développement de ces tumeurs et d'affiner le dstgno

Table 1 : Nombre de cas observés dans 10 registfesncais du cancer

Registre Période Papillaires  Folliculaires  Autres* Tous
cancers
Calvados 1982-1998 379 87 65 531
Doubs 1982-2001 332 85 73 490
Hérault 1986-2000 390 94 106 590
Isére 1982-2000 681 156 143 980
Manche 1994-2001 205 21 33 259
Marne Ardennes 1982-2001 731 207 120 1058
Bas-Rhin 1982-2001 398 114 178 690
Haut-Rhin 1988-2001 200 42 83 325
Somme 1982-1998 154 58 68 280
Tarn 1982-2000 378 49 43 470
Total 3848 913 912 5673

(*) Cancers anaplasiques, oncocytaires, médullaisass précision et non spécifiques.

Données de I'Institut de veille sanitaire (Chériéalline et al., 2006).
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Figure 1 : Risque relatif de cancer

Risque relatif par cohorte de naissance : Femmes
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2.2 Classification de la pathologie thyroidienne

(Franc 2007 ; Niccoli-Sire et Conte-Devolx, 20@eLelliset al.,2004 ; Hedingeet al.,1988)

La pathologie thyroidienne non maligne est repri&seprincipalement par les lésions bénignes
nodulaires ou diffuses (thyroidites et maladie dasd®low). Les tumeurs des cellules
folliculaires sont soit bénignes (adénomes folkinds : FTA) représentant 95% des tumeurs,
soit malignes (carcinomes différenciés PTC et FPpeu différenciés, indifférenciés ou
anaplasiques) représentant 5% des tumeurs de taidby Etant donné que les tumeurs
thyroidiennes différenciées folliculaires bénigras malignes sont souvent encapsulées, la
limite entre le bénin et le malin peut étre difigca évaluer. Les tumeurs des cellules C sont les
cancers meédullaires. Toute pathologie thyroidiegumieentraine une augmentation de volume
du corps thyroide s’appelle un goitre, celui-citp&wme uni ou bilatéral, diffus ou nodulaire, uni

ou multinodulaire.

2.2.1 Laglande normale

Entouré d’'une capsule fibreuse continue, le tissuoidien est organisé en lobules de 20 a 40
follicules (synonyme vésicules). Une seule couchedallules épithéliales les bordent, ce sont
les thyrocytes (synonymes : cellules folliculairesllules vésiculaires). La lumiére du follicule

contient de la colloide, riche en thyroglobuling&{T L'aspect des follicules, des thyrocytes, de
la colloide, varie en fonction de l'activité dednde. Un stroma vascularisé entoure chaque

follicule.

Quand la cellule thyroidienne est active, le nogélargit, la chromatine se disperse, le
cytoplasme s’agrandit vers le pole apical de lauteldevient plus pale, tandis que le noyau se
trouve en position basale. On distingue 3 phashglaires : les cellules au repos aplaties, les
cellules cubiques secrétantes, les cellules cytinds qui « excretent » les hormones

thyroidiennes dans les capillaires qui les bordent.

Les cellules C, ou cellules parafolliculaires, stitment un deuxieme contingent cellulaire qui
sécrete de la calcitonine (CT). Ces cellules pemhbmeuses, moins de 1% des cellules
thyroidiennes, sont difficiles a identifier sur leslorations standards. Situées en général a la
jonction 1/3 supérieur et moyens des deux lobéss @euvent étre dans la zone des vestiges

des corps ultimobranchiaux ou « amas cellulairespawts» (solid cell nests) .
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2.2.2 La pathologie thyroidienne non maligne

La maladie de Basedow est une hyperplasie diffeséadglande. Elle peut parfois préter a
confusion avec une Iésion maligne au regard daiosrparamétres (végétations papillaires, des
noyaux trés atypiques, une trés mauvaise limitapiénphérique de la glande). L'importance
des infiltrats inflammatoires lymphocytaires estiale d’un cas a I'autre, et souvent le fait de
formes récidivantes. On peut trouver au sein d'maadie de Basedow un cancer, le plus

souvent papillaire, dont le diagnostic repose ssirégles usuelles.

On distingue 3 grands types de thyroidites: la ditjte lymphocytaire auto-immune de

Hashimoto, la thyroidite fibreuse de Riedel ehigdidite granulomateuse de Quervain.

La thyroidite de Hashimoto est en général une tédiffuse de la glande qui peut poser des
problémes diagnostiques avec un cancer, ou un lgmphen raison de l'importance des
infiltrats lymphocytaires, des modifications épitates, surtout dans les phases hyperplasiques

avec des noyaux clarifiés. Il peut exister un caassocié, le plus souvent papillaire.

La thyroidite granulomateuse de Quervain, congistane destruction treés focale des vésicules
thyroidiennes avec foyers de nécrose et de polgairels et production de trés volumineuses
cellules géantes, colloidophagie, histiocytes dasdumiéres folliculaires, suivie d’'une phase

de réparation.

La thyroidite de Riedel, ou thyroidite fibreuse mésente comme un cancer au moment de
I'intervention, correspondant a une destructionrdilse unilatérale thyroidienne et péri
thyroidienne. Un collagéne dense, pseudo-chélaiglecé a un infiltrat lympho plasmocytaire
et polynucléaire éosinophile modéré remplace Rutthyroidien. Une thrombose veineuse est

souvent associée dont la paroi présente des atéilinflammatoires.

Les adénomes sont des tumeurs folliculaires bésitnés fréquentes, encapsulées, dépourvues
de signes d’invasion. Ces tumeurs se présentenneaes nodules de taille variable, remaniés
ou non en leur centre, de texture colloide ou pkrsne, en fonction des architectures
dominantes qui les constituent. Lorsque I'adénorsie «etoxique », les cellules tumorales
pourront présenter des signes d’activité. On peatantrer dans tous les adénomes qu'ils
soient ou non fonctionnels, de méme que dans lé®saypathologies non malignes des

formations papillaires endofolliculaires.
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Il est parfois difficile d'étre certain de la bgnité d’'un adénome. Il est également difficile
lorsqu’une thyroide renferme de nombreux nodulefaite la distinction entre un adénome et

une hyperplasie nodulaire, souvent dite « adénamate.

2.2.3 Les grands types de cancers thyroidiens

La classification des tumeurs thyroidiennes de I®RD04 précise beaucoup de variantes aux
grandes catégories de cancers. Pour la plupartakéentes sont trop rares et il n’est donc pas

possible d’en connaitre I'évolutivité.

2.2.3.1 Le carcinome papillaire

Le carcinome papillaire représente 4% des tumeeila thyroide, soit environ 4000 cas par an
en France. Son diagnostic repose sur un noyawpketi : augmenté de volume, chevauché,
avec des incisures multiples, un aspect clair gioliléet pouvant comporter de pseudos
inclusions cytoplasmiques intranucléaires. La prése de papilles (axes conjonctivo-

vasculaires bordés de cellules tumorales épitlesljah’est pas nécessaire au diagnostic.

En cas de tumeur encapsulée, d’architecture fddlie) sans formations papillaires, sans signe
d’'invasion, le diagnostic de PTC ne repose que Isspect du noyau. Le niveau de

reproductibilité du diagnostic devient plus faible.

La forme usuelle, d’architecture papillaire domitgareprésente moins de 60% des PTC. Les
autres formes constituent les variantes. La précalen est mal connue en dehors du variant
folliculaire (FVPTC, 20% dont 1/3 est encapsulés d®TC a cellules hautes (4-5%), des
microcarcinomes, tous variants confondus 30%. lawcers a cellules hautes seraient des
tumeurs des sujets plus agés souvent de sexe imasaubc une plus grande agressivité

tumorale, un risque plus important de métastasstarte lors du diagnostic initial.

Une place a part doit étre faite aux formes defdien: solides chez le petit enfant, ou
sclérosante diffuse. Celle-ci, est plus fréquertezcl'enfant ou I'adolescent avec ou sans
contexte d’exposition aux radiations ionisantescridé aussi dans <1% des PTC de I'adulte,
elle se présente souvent d’emblée avec une attpiriteonaire (25% des cas décrits), sans
évolution plus péjorative manifeste. Le caractéffusl de la Iésion, le contexte de thyroidite

lymphocytaire avec anticorps positifs, en retammevent le diagnostic.
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2.2.3.2 Le carcinome folliculaire

Le diagnostic du FTC repose sur une différenciataliculaire, des criteres de comportement
tumoral (invasion capsulaire, invasion vasculaire}, I'absence anomalies nucléaires
caractéristiques du cancer papillaire. Par rappoda contrepartie bénigne, les adénomes
folliculaires, les critéres architecturaux ou ckites ne sont pas discriminants. Le diagnostic
de FTC encapsulé a invasion minime de la précéddasification de 'OMS (Hedinget al,
1988), peut étre porté sur le seul fait d'une ilMagapsulaire. La valeur diagnostique en est
controversée tant cette forme est indolente. Lededtde reproductibilité ont démontré la faible
reproductibilité du diagnostic de FTC encapsulénasion minime, ainsi que des invasions
vasculaires quand elles sont inférieurs a 4. Lande encapsulées a tendance angio -invasive
présentent plusieurs invasions vasculaires indégalson pronostic est moins bon que celui

du carcinome a invasion minime.

2.2.3.3 Les tumeurs de potentiel de malignité incertain

Lorsqu’un doute sur le diagnostic existe entre déname et un carcinome, la notion de tumeur
de potentiel de malignité incertain est utiliséeM@l uncertain malignant potential). La

classification OMS de 2004 admet dans les cascdé$ les termes de « tumeur différenciée
UMP » pour un doute avec un variant folliculaire RIEC, et de « tumeur folliculaire UMP »

pour un doute avec un FTC. Les critéres proposes Ipaliagnostic sont la présence d’'images
douteuses d’invasion vasculaire ou capsulaire,séabe de noyau de type PTC pour les «
tumeurs folliculaires UMP », la présence de noyaort la morphologie est a doute diagnostic

pour un PTC dans le cas des « tumeurs différentl&2».

2.2.3.4 Les tumeurs oncocytaires

Les tumeurs oncocytaires, ou tumeurs a celluleldutde, ne sont pas considérés comme une
catégorie spécifigue dans la classification intBomale. Les bases de données

épidémiologiques nord américaines permettent deilsgu’elles représentent 3% des cancers
thyroidiens. Le phénotype oncocytaire est lié iclaesse mitochondriale des cellules, n’est pas
synonyme de tumeur, est présent dans la thyrotititélashimoto. Ce type de tumeur peut

affecter de nombreux organes tels que le reimalzhée, le pharynx, les glandes salivaires et la
glande thyroide (Asa 2004 pour revue). Dans la grlugdes tissus, le développement d'un

oncocytome est généralement bénin. Dans le tisswithen, ou il est retrouvé plus

fréquemment, son caractere oncocytaire est péjorati
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On parle de tumeur oncocytaire lorsque plus de 7% cellules de la tumeur sont
oncocytaires. Si la tumeur est encapsulée, sarsimv vasculaire, d’architecture folliculaire,
avec ou sans papille, sans noyau de type papjllelie est classée parmi les adénomes
oncocytaires. Si la tumeur présente des invasiassulaires, elle est classée en FTC variante
oncocytaire. Si la tumeur quelque soit son archite¢ possede des noyaux de type PTC elle

est classée parmiles PTC a cellules oncocytaires.

Plusieurs études ont évoqué une classe supplémeergatancer papillaire oxyphile (Herrexa
al., 1992, Becknekt al., 1995, Berho and Suster 1997). Salvatral (2004) proposent une
recherche systématique des anomalies et réarrangemies oncogenes B-Raf et RET/PTC,
spécifigues des PTC, pour identifier les variantypbiles de ces tumeurs. Actuellement
plusieurs marqueurs de la tumorigenese des PTCafions de la protéine B-Raf,
réarrangements des oncogénes RET/PTC et TRK) etaters folliculaires (mutations du
récepteur a la TSH, de la protéine RAS, augmemadi® la quantité de Reactive Oxygen
Species [ROS]) sont connus. Toutefois, ces anomatieléculaires sont retrouvées tres
rarement dans les oncocytomes thyroidiens (@bal., 2005, Collinset al.,2003, Salvatoret
al., 2004). Il a été proposé précédemment qu'ils carestit une classe a part mais la présence
du réarrangement RET/PTC dans les cancers pagdllaxyphiles conduit a un comportement

et une évolution classiques des cas papillaires.

2.2.3.5 Les carcinomes peu différenciés

Les carcinomes peu différenciés sont définis cordesetumeurs d’origine folliculaire, dont la

différenciation folliculaire architecturale demeulienitée et dont les caractéristiques tant
morphologiques que comportementales sont de posititermédiaire entre les carcinomes
différenciés et les carcinomes indifférenciés. lagactéristiques sont : -architecturales
(insulaires, trabéculaires, ou solides dominantts)comportementales (invasions vasculaires

manifestes, un caractére infiltrant, foyers de oge).

2.2.3.6 Les cancers anaplasiqgues

Le cancer anaplasique est une tumeur rare dontpartee ou la totalité des cellules est
indifférenciée. De caractére malin, trés agressiéx@rémement invasif, le pronostic de cette
tumeur est trés mauvais. Développée de novo oursutumeur plus différenciée pré existante,
seuls les marqueurs immunohistochimiques ou ultraistraux révélent sa nature épithéliale.

Ces tumeurs sont composés d'une proportion varialde cellules fusiformes, géantes
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pléomorphes et plus «épithélioides». Elles sorg phithéliales, malpighiennes, dans 20 a 30%
des cas. On y décrit des ostéoclastes. Nécrosasaniet extension dans les murs vasculaires
sont la régle. Les infiltrations a polynucléairesmtsfréquentes, avec parfois une polynucléose

sanguine.

2.2.3.7 Les tumeurs médullaires

Le cancer médullaire représente 0,25 a 0,5% desursgrde la thyroide. Les cellules C sont a
l'origine de ce type de tumeur, et peuvent présemte hyperplasie (Niccoli-Sire et Conte-
Devolx, 2007). La cytoponction en fait le diagnostiar immunomarquage anti calcitonine
(CT) positif mais elle est mise en défaut dans pleda moitié des cas. Il existe une bonne
corrélation entre la concentration de CT et la magsiorale. L'antigéne carcino-embryonnaire
est un marqueur moins spécifique que la CT mai¢éomoin de dédifférenciation donc un
indicateur de mauvais pronostic. Les formes fateiiaeprésentent plus d’un tiers des cancers
médullaires de la thyroide. Elles s'integrent danséoplasie endocrinienne multiple de type 2,
affection héréditaire, autosomique dominante a fpénée compléte, rattachée a I'existence

d’'une mutation germinale de 'oncogene RET.

2.3 Difficultés de classification

2.3.1 Variations intra- et inter-observateur

Il existe 3 études qui ont spécifiqguement analgsédifférences intra- et inter-observateur. La
premiére de Hirokawat al (2002) a comparé le diagnostic de 8 experts @dunodules
thyroidiens. Ces experts ont unanimement diagnestid% des cas. En considérant seulement
7 experts le pourcentage monte a 29%, alors qudlina 76% avec 6 experts. Le taux
d'agrément entre experts du méme pays est plué glevle taux global. Il est de 33% chez les
ameéricains et de 52% chez les japonais. Certaiisgimalions sont plus simples que d’'autres.

En effet, la séparation des échantillons bénimsadins réunit les experts dans 62% des cas.

Par contre, certains criteres sont moins évidamt<ritere principal permettant de séparer les
FTAs et FTCs est la présence d'invasion vascutaireapsulaire plus ou moins prononcée.
Cette définition implique l'existence de FTCs nawaisifs (intra capsulaires) qui sont

automatiqguement considérés comme des FTAs. Les EX&@asifs ne posent pas de probleme
(invasion extensive des vaisseaux sanguins, invasigpénétration de la capsule et parfois

extensions extra-thyroidales). D’autre part, laoremissance des FTC peu invasifs souffre de

21



Classification des lésions thyroidiennes

TSN

un des criteres de reconnaissance des PTC et F\YRAI€ il n'en existe pas de définition

quantitative précise. Bien que les définitions digiques des Iésions folliculaires soient les
mémes a travers le monde, leur utilisation en re#téiagnostiques est différente et subjective,
ce qui entraine des appréciations différentes sdim spécialistes. Des paramétres
supplémentaires (IHC, génétiques) peuvent aider dathologistes, sans atteindre une
séparation parfaite des groupes. Des définitions ptécises qualitatives et quantitatives sont

nécessaires pour réduire la subjectivité de cds&tians.

La seconde étude de Fragtcal. (2003) sur 41 Iésions folliculaires a mis enlgdiagnostic de

5 experts. Un diagnostic de référence a été dtailid’une réunion consensuelle. Les critéres
de décision étaient fixés a I'avance pdifférencer les carcinomes peu ou trés invasifs. Dans
le premier cas il s’agissait de trouver une invasiasculaire non équivoque et / ou une
invasion sur toute I'épaisseur de la capsule. Dagscond cas il s'agissait de trouver une large
infiltration de vaisseaux sanguins et / ou de tifsygroidien adjacent avec manque d’'une
capsule compléte, ou bien plus de 4 intrusions disseaux sanguins dans une tumeur
encapsulée. Le diagnostic consensuel a identifigi@@urs malignes dont 24 FTC sur un total
de 41 cas. Il montre clairement qu'un des expents deadership prononcé dans la décision
finale. Un diagnostic unanime fut trouvé dans 18 uar 24 FTC. Certains cas ne posent pas de
probleme : la malignité des FTCs tres invasifgldfitification des tumeurs a cellules claires, et
le caractére oxyphile de certaines tumeurs. Ddslgmmes de reproductibilité du diagnostic sont
observés avec les FTC peu invasifs et les tumdymqaes, avec un accord inter- et intra-
observateur égale a 0.23 et 0.68, respectivememteftet, I'évaluation de la présence
d’'invasion vasculaire et capsulaire est subjectiye. cas particulierement difficile celui du
FTC a invasion minime qui méne a une faible repectitiilité inter-observateur, mais meilleure
intra-observateur. Les auteurs mettent en quekioalidité d'une classification internationale

basée sur des critéres non ou peu reproductibles.

La troisieme étude de Lloydt al (2004) sur 87 variants folliculaires de PTC repaun
diagnostic concordant de 10 experts a une fréquenowlée de 39% (66.7% pour les cas
métastatiques). L'unanimité est atteinte avec &dsplLes auteurs proposent une hiérarchie de
criteres pour reconnaitre les FVPTC afin d’amélidiee reproductibilité du diagnostic. Le
premier critére favorisé par les spécialistes agtrésence d'invaginations cytoplasmiques dans
le noyau. Elles s'observent dans 25 a 50% des &4rt3, aucun FTA et rarement dans les FTC.

Le deuxieme critere est lI'abondance de « canneturegléaires (nuclear grooves). Tous les
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échantillons papillaires en comportent mais pedr@a (10,8%) et pas de FTC. Le troisieme
critére important est lI'aspect en verre dépolirdssux. Tous les PTC en comportent. Les FTA

peuvent en avoir mais de facon plus diffuse.

2.3.2 Exemples de cas difficiles

Ty

La complexité des phénotypes associée a I'hétéedgécellulaire des tumeurs de la thyroide
ne permettent pas de définir des criteres exclysitg classer toutes les tumeurs. Les cas les
plus difficiles ménent & un classement intermédiau incertain. Dans le cas des tumeurs
folliculaires adénomateuses ou carcinomateuses/asion vasculaire et capsulaire qui les
différencie reste difficile a évaluer. Par défioitj un adénome peut étre considéré comme un
carcinome non invasif. On peut aussi distinguer Fd<s a invasion minime des FTCs
extensifs. Ces derniers sont facile a détecterilsaprésentent une invasion extensive de
vaisseaux sanguins, une invasion et une pénétré¢ida capsule, et parfois une extension extra
thyroidienne. Au contraire, les FTC peu invasifatsmoins évidents puisque l'invasion des

cellules tumorales dans le vaisseau reste circib@asoccalement.

Les tumeurs bénignes sont parfois difficiles ainligter entre elles. Les adénomes folliculaires
se différencient peu des nodules hyperplasiquesdérsiers sont frequemment multiples et
tendent a avoir une capsule incompléte. Leurscidiis sont caractérisés et de tailles variables
mais ils présentent une configuration papillairesgiére. On peut aussi noter linfiltration de
cellules inflammatoires chroniques ainsi que deangkments dégénératifs. Il existe une
hypothése de continuité entre ces cas. Leur digiimcelative n'est pas possible sans criteres

plus fins et représente un faible intérét clinigae le traitement et le pronostic sont identiques.

Le cas des variants folliculaires de carcinomesillpge divise aussi les experts.
Effectivement, il s'agit d'une tumeur aux motif @eissance folliculaire mais qui présente des
noyaux en verre dépoli (que I'on trouve parfoissdies nodules et adénomes folliculaires), des
invaginations cytoplasmiques intranucléaires (pseudclusions), des sillons et des
chevauchements (« molding ») nucléaires. Le critdaesant principal des tumeurs papillaires
étant la présence de noyaux en verre dépoli, ildestc nécessaire d'avoir des mesures

gualitatives et quantitatives plus précises.

Ainsi, il est apparu par nécessité des classesmgttiaires comme celles des tumeurs de
potentiel de malignité incertain (décrites ci-de3sn peut aussi trouver des commentaires

concernant certaines tumeurs bénignes ne précigaiine malignité exclue. Il serait
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intéressant de trouver des critéres ou mesuregppiaises et complémentaires pour assister la
décision du spécialiste. Certaines mesures pragigant déja utilisées (galectin-3, HBME-1,
cytokeratin-19, TPO), ainsi que certains statutstatimnnels (PAX8/PPARG, RET/PTC,
BRAF, RAS), mais ceux-ci n'ont pas une speécifiaité un taux de pénétrance parfaits.
L'approche transcriptomique et la définition densituires spécifiqgues est un exemple précis de

technique complémentaire a haut débit.

2.4 Métabolisme énergétique de la cellule cancéreus e

(Malthiery et Savagner, 2006)

Les tumeurs cancéreuses développent majoritairemenimétabolisme plus glycolytique
gu'oxydatif. La cellule tumorale augmente son mélisme en fonction de ses besoins
spécifiques. L’augmentation de la consommation géteyue, de la synthese des protéines et
des acides nucléiques est le témoin de la prolitéraellulaire et pour partie de I'agressivité
tumorale. Méme si les modifications métaboliquessoat pas liees a des modifications
géniques, les métabolismes sont influencés paomiesyenes exprimés spécifiquement dans ce
contexte. L'exemple de deux tumeurs riches en rmdndries, les paragangliomes et les
oncocytomes thyroidiens, montre que des déficitéciigues induisent des réponses

différentes.

La réorientation métabolique de la cellule cancegeters la voie glycolytique n’est pas liée a
une anomalie des mitochondries mais a une adaptat@lulaire sous-tendue par une
augmentation de la captation et du transport dwcogle, ainsi qu'a des modifications
enzymatiques liées aux nécessités de la celluleécanse. Cette réorientation métabolique
confére un avantage sélectif a la cellule cancérgus se définit, en pathologie, par une plus
grande agressivité. Elle est d’ailleurs utilisée fpmtissu sain lors des grands besoins de

prolifération (renouvellement cellulaire et cica#iion).

La voie oxydative de la dégradation du glucoseessentiellement dévolue a la production
énergétique. A travers cette voie mitochondrialege molécule de glucose généere 36 a 38
molécules d’ATP, la ou la voie glycolytique n’erufai que 2 a 4. La sélection de cette voie au
cours de I'évolution de la cellule eucaryote petgxgliquer par ses grands besoins
énergétiques (mobilité, communications interceitels adaptation a I'environnement,

homéostasie thermique...). La voie glycolytique pduienne devait permettre de répondre

aux besoins vitaux primaires (production énergétige base et production des précurseurs
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métaboliques impliqués dans la synthése des pest@ndes acides nucléiques). Cette voie est
toujours indispensable a la cellule eucaryote pmms mémes raisons et ne peut en rien étre

remplacée par la voie oxydative

Le métabolisme des tumeurs endocrines riches eochdnhdries, les paragangliomes et les
phéochromocytomes familiaux (pglF) ainsi que lesoogtomes thyroidiens, est peu connu.
Pourtant, il est la cible des outils d’imageriegtiastique ainsi que des agents thérapeutiques.
Le métabolisme mitochondrial des ces tumeurs ptésendéfaut de synthése d’ATP au niveau
des complexes de la chaine respiratoire. Ce défatitle plus souvent associé a une
prolifération importante des mitochondries. La nmesie I'activité des complexes de la chaine
respiratoire des paragangliomes montre une graiffrethce avec celle des oncocytomes
thyroidiens : I'activité des complexes | et Il esgnificativement abaissée dans les pglF
(comparés aux paragangliomes sporadiques) alord'agtévité des tous les complexes est
significativement augmentée dans le cas des onmoeg (comparés aux tissus sains appariés).
Le niveau de production d’ATP mitochondrial est datifférent dans ces deux types de

tumeurs.

Dans les pglF il existe un mécanisme pseudo-hypexigonsécutif a I'inactivation du

complexe Il de la chaine respiratoire, conduisantinguction de lI'angiogenese et de la

tumorigenése. L’accumulation des mitochondriesisaraphénomene secondaire au déficit de
fonction énergétique. Le métabolisme des tumeulfs st essentiellement glycolytique car les
mitochondries accumulées sont peu efficaces eneterde conversion énergétique mais
assurent les autres métabolismes nécessairesié die Va cellule (biosynthése et dégradation
des molécules, apoptose). Contrairement aux pgRs de cas des oncocytomes, le signal
pseudo-hypoxique est associé a une fonction éngugémitochondriale efficace et a un statut

redox particulier.

2.5 Technologie a haut débit pour la recherche de m  arqueurs

De nombreuses techniques permettent de mesurerd'ssion d’'un géne. Elles sont basées sur
la propriété d’hybridation spécifique des acidesléigues en simple brin & leur brin
complémentaire. On peut ainsi citer entre autresolghern blot (détection spécifique d’un
ARN par une sonde marquée) (Alwieeal 1977) ; le differential display (identificatiores
transcrits différentiels entre deux populations RMm) (Liang & Pardee, 1992) ; I'analyse en
série d’expression des géenes (Serial Analysis okeGepression, SAGE, mesure de la quantité

de tous les ARNm d’une population) (Velculestal, 1995). La technologie des réseaux (ou
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matrices) ordonnées d’ADN (DNA Arrays) développéecaurs des années 90 s’est rapidement
imposée pour étudier I'expression des genes a grécitelle. En effet, il est possible avec cette
technique d'analyser en parallele plusieurs échamsi et de comparer I'expression de
nombreux genes simultanément dans ces différeptaditions (Schenat al, 1995; Lockhart

et al, 1996; Schenat al, 1996; Duggaret al, 1999). Ainsi, I'étude de I'expression des genes
ne s’applique plus a quelques transcrits mais Rsémble des transcrits d'une cellule & un

instant donné, dans une condition donnée (trartsong).

2.5.1 Les biopuces ou puces a ADN

La technologie des puces a ADN, ou biopuces (micaga), consiste en un support solide
(lame de verre ou membrane de nylon) sur lequelfrdggnents d'’ADN sont déposés a l'aide
d'une micropipette robotisée (Schegtaal, 1995). Chaque fragment d'ADN est représenté par
un point (spot) sur le support (ou puce). lls setwde sondes pour fixer spécifiqguement les
fragments de genes complémentaires (cibles), pestans les échantillons biologiques a
tester. Ce phénoméne d’hybridation est observadnedes techniques optiques sous éclairage
fluorescent ou par détection de radioactivitéstlaors nécessaire de marquer I'échantillon par
traceurs fluorescents ou radioactifs. La quantifice des signaux et lidentification des

fragments de génes hybridés sont possible grées bbdiciels informatiques spécialisés.

On peut distinguer 2 technologies pour les biopucks biopuces avec un dépbt direct de
molécules d'ADN sur leur support et les puces goalicléotides avec la synthése in situ des
sondes oligonucléotidiques sur la surface soliden<e premier cas, les dépbts (sondes) sont
des clones d'’ADNc ou des produits de PCR fixésutehdensité le support solide. Elles sont
déposées a une densité de plus de 1 000 sondgséma robot sur du nylon ou des lames de
verre au préalablement traitées chimiqguement. bedes sont généralement des ADN double
brin d’une longueur de 200 & 2000 bp amplifiés |paechnique de PCR. Les cibles utilisées
sont réalisées par transcription inverse, a pdRN total ou messager. Elles sont marquées
grace a de la radioactivité (P33) ou a des fluomdes (Cy3 et Cy5). Les technologies mono
canal peuvent utiliser la radioactivité ou les flhromes pour marquer les cibles. Les
technologies a double canal utilisent deux fluorootes différents (Cy3 et Cy5) pour hybrider
simultanément 2 cibles sur une méme sonde. Leawsgtihybridation sont analysés grace a un
lecteur capable de mesurer la radioactivité ouiserichiner les 2 fluorochromes et de générer
des images représentant l'intensité du signal. Dareas, les signaux de chaque fluorochrome

peuvent étre remplacés par une couleur différeotggé et vert) dont la superposition renvoie
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une couleur représentative du différentiel mesBe&. exemple, un signal rouge sera considéré
comme la surexpression d'un géne alors que lesgeaitune sous-expression et le jaune une iso-

expression.

Les puces a oligonucléotides dérivent a I'origilum ghrojet de séquencgage par hybridation. Les
sondes sont des oligonucléotides synthétisés in it photolithographie. Cette technique
permet d'atteindre une grande densité : des digadlee milliers de genes mesurés sur une
surface d'environ 1 ¢mChaque puce sert & mesurer 'abondance relaichatun des ARNm

présent dans I'échantillon biologique étudié.

La technologie des biopuces est utilisée pour desutypes de mesures. Par exemple, des
biopuces peuvent mesurer le niveau d’expressiomnia®o ARNSs. Il s'agit d'une classe
d’ARNs endogénes non codants, mais fonctionnels 18623 nucléotides dérivés d'un
précurseur de plus grande taille (Bartel 2004). Kiepuces ciblent simultanément quelques
centaines de séquences de micro ARNs matures oleuls précurseurs. Les biopuces
classiques (chip) peuvent étre associées a desdaithl’ immuno-précipitation pour identifier
les interactions d'un facteur de transcription aleochromatine (ChIP). Cette technologie
appelée « ChIP on chip » est une approche a lechgggnomique qui cible les génes
interagissant directement avec le facteur de trgpigan étudié. Les biopuces classiques ne

peuvent pas distinguer les régulations directé@sditectes (pour revue : Wuel al, 2006).

2.6 Analyse de données transcriptomiques a haut déb it

Les expériences sur biopuces produisent de grandedités de données brutes. Par exemple,
Une étude de 166 échantillons biologiques pour 8@&2es mesure plus de 1,4 millions de
niveaux d'expression (Fontaim al, sous pres¥el'information biologique potentiellement
contenue dans ces données sera exploitable aypisienditions. Le design expérimental doit
étre adapté a la question biologique posée airiailgugestion des sources systématiques de
variations. Des méthodes de normalisation adagéestechnologie et aux données doivent
rendre comparables les mesures des différentess.plms outils statistiques puissants et
cohérents permettront au final de répondre a latqureposée. Les principales applications des
biopuces sont la classification, la découverte Wesse, la recherche de marqueurs et de
signatures différentielles, la prédiction automagigle diagnostic ou de pronostic, la corrélation

des données d’expression avec les données de.survie
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Dans le cas des tumeurs de la thyroide ou il exessentiellement un probleme de
classification, les mesures transcriptomiques & lkigbit peuvent apporter des indications
complémentaires pour améliorer la sensibilité etdécificité d'un diagnostic. En considérant
I'évolution lente et le bon pronostic de ces tumsedifférenciées, il n'est pas envisagé de

corréler les données d’expression a celles deesurvi

2.6.1 Design et sources de variations

(Kreil et Russel 2005; Yang et Speed 2002; Chur2aD?2)

Les expérimentations sur puces a ADN doivent éngamisées avec attention pour que
l'analyse des données et linterprétation des tedsusoient aussi simples et puissantes que
possible. Pour cela, il faut prendre en compte l¢ de I'expérience et les contraintes
matérielles. Ces contraintes se manifestent par vd@emtions systématiques lors de la
manipulation du matériel biologique et techniqube€Evont modifier ou parasiter les signaux
et donc empécher la détection de l'effet recherdmébon design expérimental associé a des
techniques de normalisation permet de minimiserveggtions systématiques dans la mesure
des niveaux d'expression des genes. Les différdnclegiques deviennent alors détectables, et

les niveaux d'expressions comparables d'une exjpérée une autre.

2.6.1.1 Sources de variations dans les expérimentatiopsices a ADN

Les variations biologiques sont intrinséeques a tées organismes. Elles peuvent étre
influencées par des facteurs génétiques et enwrnantaux, ainsi que par le traitement
individuel ou collectif (« pooling ») des échardiis. Ces variations sont principalement celles
recherchées dans les études biologiques avec caxemple la caractérisation des niveaux
d'expression des génes de plusieurs tissus. Léstivas techniques sont introduites durant
I'extraction, le marquage et I'hybridation des é@tilans. Des imprécisions de mesures sont
associées a la lecture des signaux qui peuvenirgimencées par d’autres facteurs comme la
poussiere ou la température ambiante. Un designituledb consiste a répliquer

systématiqguement les mesures pour compenser liesioas techniques.

2.6.1.2 Stratégies de réplication

Les réplications techniques demandent plusieursidstions d’ARNm cibles provenant de la
méme extraction. Cela permet de diminuer les variatdes mesures en étudiant la moyenne.

Des mémes points de mesure dupliqués sur une méoe ésentent en général une tres
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bonne corrélation (r>95%) alors que celle-ci estspiaible si les mesures sont répétées sur
d'autres puces (r>60 a 80%) ou dans d'autres lai@s (r>30%). Des mesures dupliquées sur
le méme type de puce partagent de mémes varigiianactéristiqgues d’extraction répétables,

hybridation, conditions de scanning). Elles ne sdobc pas indépendantes. La proximité

physique des spots sur le support solide ampliitecdépendance puisque les effets locaux
sont identiques. Cela explique les fortes corr@fetiobservées et indique un intérét assez faible
pour cette stratégie de réplication. L'utilisataiautres supports ou d'autres matériels et locaux
pour dupliquer les mesures assure une indépengdnsanarquée, ce qui rend cette stratégie
plus intéressante que la précédente. Cependanfaildes corrélations observées entre les

mesures dupliqguées mettent en doute la reprodiitgtilnie la technologie. En fait, il faut

attendre I'étape nécessaire de normalisation pouvgir comparer les données.

Les réplications biologiques consistent en I'hydtich des ARNm de différentes extractions ou
de différents individus (avec une plus grande ‘mlité). Cela permet d’étudier les variations
interindividuelles en offrant des critéres d'indég@nce maximaux entre les mesures. Elles sont
donc a préférer puisqu'elles permettent la gérs@atidin des résultats expérimentaux lorsque
beaucoup d’individus sont utilisés, alors que esimpossible avec 1 seul individu méme s'il
existe plusieurs réplications. Les réplicationditegues augmentent la précision et le contrble
de qualité. Elles sont utiles pour mettre au poim¢ plate-forme technologiqgue mais moins

utiles pour les expériences biologiques sur degpg® d'individus.
2.6.1.3 Randomisation

Une facon supplémentaire d'éviter les variationst&yatiques consiste a randomiser le
traitement des échantillons. D'un point de vue dgigue, il faut choisir des individus
aléatoirement dans une population pour leur apetiqin traitement. Un mauvais exemple
serait d'appliquer le traitement dont on veut olbeetes effets sur un groupe d'individus de
méme sexe. Dans ce cas, les différences associéssxa, comme I'expression différentielle
des récepteurs aux androgenes, pourront étre ééseet non discernées de l'effet initialement
observé. D'un point de vue technique on peut jeuete marquage fluorescent Cy5 et Cy3 des
échantillons, sur les échantillons associés auwpagmes de spottage, ainsi que sur le personnel

technique qui effectuera les manipulations.
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2.6.1.4 Taille des groupes

(Hwang et al., 2002 ; Yang et Speed, 2002; Tiheh 2006; Yang et al., 2003; Pavlidis et
al., 2003)

Pourquoi la taille des groupes peut-elle poser pieblémes ?

Lorsqu'une expérience sur biopuces est envisadgal @t étre construite de facon a pouvoir
répondre a une ou plusieurs questions biologiqués. objectif courant des études
transcriptomiques est la recherche de signaturé@retitielles entre plusieurs groupes
d'échantillons biologiques. Cela permet par exendibserver I'effet d'un traitement ou de
caractériser un phénotype. La recherche des magjubune maladie s'inscrit dans cette
description. Des tests statistiques sont utilistg gléterminer les génes différentiels présents
sur les puces. Ces tests demandent le respecttdnes conditions. Le nombre d'échantillons
par groupes est un de ces parametres essentigisc@té, il ne doit pas étre trop petit sinon
aucune conclusion ne pourra étre faite a partirdbesées. D'un autre coté, il ne pourra pas
étre trop grand pour des raisons de colt finamtiegmporel. La disponibilité de certains tissus

peut aussi limiter le design des expériences.
Comment estimer une taille minimale ?

Avant toute expérience il est intéressant de carmd@ nombre d'échantillons biologiques
nécessaires a intégrer dans chaque groupe pouoipaiétecter les effets recherchés. Quelques
études se sont intéressées a déterminer la tdilienade ou optimale des groupes. Pour estimer
cette taille, il faut faire appel a la logique @stt(Table 2). En partant d'une hypothése nulle HO
qu'il n'y a pas de différences entre les grougetedt nous permettra de prendre une décision en
rejetant ou en acceptant HO pour un risque donnéyéeéral 5%). En effectuant un test par
gene on peut sélectionner tous ceux qui indiquest différence significative en espérant se
tromper le moins possible (reflet de la sécuritéteht) tout en détectant le plus possible de
différences (reflet de la puissance du test). Unalyge de puissance permet d’étudier ce
compromis. Cependant, le calcul de puissance €tildi car il nécessite la connaissanae
priori de certains parametres (Pahal2001 ; Yang et Speed, 2002). Il faut connaitre la
variance pour tous les genes, alors qu'elle péidrei grandement, ainsi que la magnitude de
I'effet a détecter alors que cela est impossibt&fnir. Pourtant, plusieurs études ont utilisé
des variantes de cette analyse pour estimer |k tailnimale ou optimale des groupes a

comparer.
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Table 2 : logique de test

Hypothése HO Décision
pas de différences entre les :
moyennes HO vraie HO fausse
Accepter I'hypothése nulle Rejeter I'hypothése nulle
HO vraie : Probabilité = 1 $ risquea d'avoir un faux positif
pas de différences (puissance du test) (Erreur de type I)
En

réalité . . L i
HO fausse : risquep d'avoir un faux négatif Probabilité =1 &
il existe une (Erreur de type 1) (seuil de confiance)
différence

Dans l'étude de Hwangt al. (2002), une analyse simple de puissance est pgeppeur
déterminer la taille des groupes. Un jeu de dondéedepart est réduit de certains échantillons
et les distributions de HO et H1 sont obtenuesréirie données permutées. Si la puissance et
la sécurité des tests sont supérieures a un sedifex. 95%) alors le nombre d'échantillons est
valable. La comparaison de deux groupes (Leucéigigdymphoblastique, Leucémie aigué
myéloide) montre qu'au moins 8 échantillons doivirg utilisés par groupe et la comparaison
de 3 groupes (Leucémie aigué lymphoblastique Beémie aigué lymphoblastique, Leucémie
aigué myéloide) en montre au moins 7. Cette méthemleheurte a l'assomption d'un
échantillonnage homogene qui doit étre représémtatia population alors qu'un faible nombre
d'échantillons impligue de s'en écarter. De plusolmbre proposé d'échantillons par groupe est

identique alors que cela n’est pas assuré dansxp&imentation.

L'étude de Tibshirani (2006) propose de s'affrangds hypotheéses d'égalité des variances et de
d'indépendance des profils de génes en utilisantatts permutés. lls permettent de conserver
les variances et les dépendances présentent d@s de données de départ. L'objectif est de
minimiser le taux de fausses découvertes et demisedi la puissance des tests. L'étude n’étant
réalisée qu'a partir de données simulées et unigoemsur 2 groupes, elle ne peut pas étre

généralisée aux cas réels et a plus de groupes P&)plus, les tailles de groupes
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recommandées de 60 a 100 échantillons sont quasiméalistes dans le contexte actuel et

refletent I'écart du modéle a la réalité, ou unp irande précision attendue.

Une étude plus réaliste a été proposée par Paelidi (2003). Les vrais genes différentiels
d'un jeu de données réelles ne sont pas connugluBgla variance estimée est dépendante du
modéle et de la qualité des ses parameétres gereliff pour chaque génes. On ne peut donc pas
connaitre la puissance des tests et une analyiste sterait complexe a mettre en place.
Dailleurs les études précédentes (Hwanglet2002 ; Pan eal., 2002) utilisent une variante
plus simple de ce genre d'analyse. Cette étudmegti puissance apparente (nombre de génes
détectés) et la stabilité des détections (listeganhes et rangs) en fonction du seuil choisi.tll es
montré pour plusieurs jeux de données réelles dgro@pes qu'il n'y a pas de stabilité avec
moins de 5 échantillons par groupe. La stabilitdinogle est obtenue entre 10 et 15

échantillons.
Adapter les méthodes d'analyses

L'utilisation d'un jeu de données simulées perngetaohnaitre les parametres qui font défaut
pour le calcul de la puissance. Cependant, ces Ieode& peuvent pas étre représentatifs de
données réelles. L'utilisation d'un jeu de donrteméme nature est un meilleur choix mais il
utilisant la méme technologie et les mémes typéshdntillons. Le probléme reste entier

lorsqu'un jeu de données inédit est utilisé avecgdeupes de petite taille.

De plus, la disponibilité des échantillons variefenction de leur type avec par exemple des
pathologies rares et d'autres abondantes. Ceci mémeaéalisation d'expériences comprenant
des groupes de tailles non équilibrées. Les satilisés dans les statistiques de tests dépendent
des degrés de liberté calculés a partir des tailbegroupes. Pour le test de Student les degrés
de liberté considérés sont égaux a la somme disstdés 2 groupes moins 2. Deux groupes de
10 échantillons donne 18 degrés de liberté mads va de méme pour un groupe de 15 et un
groupe de 5 échantillons. Ce dernier effet restblpmatique puisqu'il modifie les propriétés
des groupes (variance, taille de l'effet détec)allepeut avoir un fort impact lors de la
sélection de genes différentiels en fonction dethaues statistiques employées (Yaal,
2006).

Toute étude comportant des biais évidents dangesign devrait les prendre en considération.

lIs doivent étre détectés et quantifiés par anabisgple de puissance ou optimisation de
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parametres qualitatifs du jeu de données ou d'us-snsemble sélectionné. Dans ce cas, les

méthodes d'analyses ne peuvent étre décalgesri pour pouvoir s’adapter aux données.

2.6.2 Traitement des données

Le traitement et la normalisation des données a lpoude rendre les mesures comparables sur
un méme type de puce ou entre puces d'origineérdiftes. Les méthodes utilisées doivent étre
adaptées a la plate forme utilisée ainsi qu’auxndes analysées (Kreil et Russel, 2005). II
existe des traitements a appliquer pour prendreocempte I'effet du bruit de fond. Cet effet
serait maximal sur les signaux de faibles intersibéis négligeable sur les signaux de fortes
intensités. Il a été montré que la modification dessures par une quantité proportionnelle au
bruit de fond augmente la variance observée paufaibles signaux (Qiet al, 2004). Cela a
pour effet de limiter la capacité a déterminerdeéses différentiels. Le bruit de fond pourra par
contre servir a filtrer les mesures trop faiblesupdes considérer comme des valeurs
manquantes dans le but d'éliminer les genes tibfefaent exprimés de l'analyse. Dans le cas
des puces a ADNc sur support nylon, la normalisapiar la médiane est utilisée. Elle permet
de relativiser les mesures a la médiane d'une pepe¢sentative d'une iso expression. La
méthode Lowess (« locally weighted least squargsession ») de lissage non linéaire permet

de corriger un biais de mesure qui entraine unerdgnce selon l'intensité de la mesure.

2.6.3 Analyse des données

(Mount and Pandey, 2005; Kim et ,a2004; Armstrong et van de Wiel, 2004rajewski et
Bocianowski, 2002)

Les données d'expression se présentent dans urdegratrice dont les lignes représentent les
genes et les colonnes les échantillons. 1l y a wohders de génes pour des dizaines
d'échantillons. Les données sont complexes et vatildies, elles incluent des dépendances et
des corrélations. Plusieurs approchent sont pessipbur analyser ces données. L'approche
univariée s'intéresse individuellement aux genag jpi@tecter par exemple ceux au potentiel
discriminatif le plus fort, pouvant étre de potefdi marqueurs. L'approche multivariée
s'intéresse a tous les génes pour extraire desesmgsnbles informatifs. Elle peut résumer
l'information en 2 ou 3 dimensions représentatidesla plus grande variabilité dans les

données.
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2.6.3.1 Méthodes univariées

Les tests statistiques

Pour détecter une difféerence de moyenne entre dagpes d'échantillons, nous pouvons
utiliser des tests statistigues paramétriques €sttidhnova) ou non paramétriques (Wilcoxon,
Kruskal-Wallis). Certaines versions modifiées de tmsts ont été développées pour les adapter
aux contraintes spécifiques des puces a ADN (taesinova modifiés). Pour pouvoir utiliser
un test paramétrique les données doivent respeetiines conditions. Principalement, elles
doivent suivre une loi de distribution normale, Igsnes doivent étre indépendants et les
groupes a comparer doivent avoir des variancegggglles ne sont pas forcement respectées
avec les données d'expression. Il est difficilefider une limite au dela de laquelle une
méthode serait préférable a une autre, sauf darasleles trés petits groupes ou les tests non
paramétriques ont l'avantage. Les tests paramésigoontrent une certaine robustesse en ce
qui concerne le non respect de la loi de distrdsuthais il est souvent conseillé de se tourner
vers les tests non paramétriques. Ces tests namptiques, libérés des problemes de loi de
distribution et de variance, ont aussi des conteaindont celle de l'indépendance des géenes.
Pour prendre un autre exemple, le test de Kruslkalis\hon paramétrique de comparaison des

moyennes de plus de 2 groupes nécessite I'utisatiau moins 5 échantillons par groupe.

Dans le cas ou aucun test ne voit ses conditidisfaites, lequel se montrera le plus robuste ?
Une comparaison des différents tests peut-étresagee mais elle n'est pas évidente. Les
mémes problématiques de tests pour les puces a #iXdées ci-dessus sont a prendre en

considération.

Les tests basés sur des permutations ne font pggadhese sur la distribution des données, ni
sur la taille des groupes. Le profil d’expressidandgéne sert de modéle pour représenter
toutes les valeurs d’expression possibles pourcoe.gun échantillon virtuel peut étre créé en
sélectionnant aléatoirement pour chaque gene ueervde leur profil. Pour une matrice de

données d’expression, on peut permuter les laledscdlonnes pour chaque ligne et ainsi
obtenir une nouvelle matrice simulée ayant gardégieupes de méme taille. Il est courant de
générer au moins 100 a 1000 matrices aléatoireslpquocédure. En calculant les statistiques
de tests pour toutes les matrices aléatoires, desrcomparant avec celles de la matrice
originale, on peut déduire des p-values. Pour ohagme, combien a-t-on trouvé de statistiques
de tests plus élevées dans les jeux aléatoiredt® feéguence sera considérée comme la p-

value. Soit un gene A ayant obtenu une statistéggade a 2 dans le jeu de données original. Si
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I'on trouve 30 jeux aléatoires sur 1000 ou la stafile associée a ce géne est supérieure a 2,
alors sa P-value sera 30 / 1000 = 0.03. Il fauéggmassez de matrices aléatoires pour que les
p-values déduites soient stables. Les méthodeedasé les permutations sont tres robustes
pour le jeu de données considéré. Il faut doncsaias que le jeu de données soit représentatif

des populations étudiées.
Multiplicité des tests

Le fait de pouvoir mesurer simultanément I'expasgle milliers de génes doit étre pris en
compte dans les analyses univariées. En simulanjeunaléatoire de 1 000 génes, de
distribution homogéne ou normale, pour 2 groupes dedividus, environ 50 géenes seront
automatiquement considérés significativement diffiéiels a 5% par le test de Student. Cette
erreur est due a la multiplicité des tests, cergud obligatoire des procédures de correction.
La plus connue et la plus simple est la correatieBonferroni. Elle contréle I'erreur de type 1
. la probabilité qu'au moins un géne soit déclagaificatif alors qu'il ne l'est pas. Cela se
traduit dans lI'exemple précédant par le changecherseuil de significativité de 5% a 0,05 /
1000 = 5E-05. Ce choix est tres conservateur etitrggandement la puissance de l'analyse.
Des variantes moins conservatrices existent pocotgrole de I'erreur de type 1 (Holm, 1979 ;

Westfall et Young, 1993).

Un contrdle plus adapté aux données de puces esiXale fausses découvertes (Gorebal.,
2007) introduit par Benjamini et Hochberg (199%)pdérmet de contrdler le nombre de faux
positifs dans la sélection finale. Etant donné kpre peut s'attendre a la sélection de plusieurs
dizaines ou centaines de genes, intégrer quelquespositifs sera peu nuisible et acceptable
par un biologiste. Un faible taux de faux positifsun effet négligeable dans les analyses
d'enrichissement des groupes de génes (recherchwtifs ou ontologies). D'autres versions

existent pour tenir compte des corrélations emsegenes (Benjamini et Yekutieli 2001).

2.6.3.2 Approche multivariée

Bien que les méthodes de base considerent les germare des traits individuels, ce qui est
conforme aux régles générales de la conceptionriexpétale, plusieurs approches ont été
développées pour voir, dans le jeu de donnéestides KdHexpression, les genes comme des cas
et les puces comme des variables. L'algébre camegmte a cette approche a été décrite par
Kuruvilla et al. (2002). La plupart des méthodes bien connues baséda décomposition en

valeurs singulieres ont été employés : analyseoemposantes principales (Wat al. 2001 ;
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Yeung et Ruzzo, 2001), analyse de correspondanedieiiberget al 2001) et biplots
(Chapmaret al, 2002) Une méthode basée sur la distance de Biatizib pour détecter des

genes différentiels a été décrite par Chilingamyaal. (2002).

Les algorithmes de regroupement existants ont gpdigaés aux données d'expression de
différentes manieres. Par exemple, Eistal. (1998) a employé le regroupement hiérarchique
des genes basé sur la distance de PearsoneGat£2000) ont étudiés différents aspects des
méthodes de regroupement bidirectionnelles (c'elated un regroupement appliqué a la fois
aux genes et aux échantillons) selon plusieursnmetras et plusieurs mesures de distance. Les
méthodes de regroupement basées sur des modeléslémde mélanges) ont été considérées
par Yeunget al. (2001), Ghosh et Chinnaiyan (2002) et Mclachéral. (2002). Quelques
propositions intéressantes au sujet des méthodesydrupement ont été faites par Hastial.
(2000, 2001). lIs ont considéré la situation damsadaquelle des observations supplémentaires
sont faites pour certaines conditions. Cela doangoksibilité de lier les groupes obtenus par

I'algorithme a des données externes de type diffepantitatif ou qualitatif.

2.6.3.3 Sélection de genes différentiels

De nombreuses méthodes de sélection ont été enaglgaur détecter les génes différentiels
sur puces a ADN. Différentes méthodes appliquées méme jeu de données produisent des
listes de genes étonnement différentes (Pan 2&@ht donné le manque de jeux de données
réelles contenant un nombre suffisant de vraisaex fpositifs connus, peu d'études existent
pour comparer ces méthodes. Plusieurs études edcemont intéressées au probleme avec des

approches différentes.

Dans I'étude de Jeffergt al. (2006), des méthodes de sélection sont comparées gux
binaires de données publigues. Ces méthodes semtiggement comparées par rapport aux
listes de génes sélectionnés puis par leur pouwaidictif en suivant 4 algorithmes. La
méthode ROC se montre la meilleure a conditionoifau moins 15 échantillons par groupes.
Cette derniere condition rend ce test moins ing&nats puisqu'il est difficile de trouver des
études ayant regroupé autant d'échantillons poagueh groupe. Les tests de type t sont
sensibles au bruit dans les données ainsi qu'dbbedatailles de groupes, ils ont de faibles
performances. La méthode SAM se révele moyenneaitlefsurtout avec de petits groupes.
Lorsque peu d'échantillons sont présents, les rdéthqui ne modélisent pas la variance sont
meilleures (rangs, « fold change »). La méthodecalmparaison de cette étude assume que

'association des meilleures sélections individellde genes fera le meilleur prédicteur.
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Comme le comportement des algorithmes de prédietsbmparfois instable selon le seuil choisi
dans la sélection des génes (Yukinawal, 2006), il serait préférable de dissocier la s@eac

de marqueurs de la sélection de prédicteurs. Rmuméthode donnée ce ne sont pas forcément
les meilleurs génes différentiels qui feront leslieers prédicteurs. Ajoutée a une dépendance
au jeu de données et au comportement impreévisddealtjorithmes, il est difficile de comparer
directement les méthodes de sélection. Une dern@narque sur cette analyse : elle ne suit
pas la procédure de test mais prend en compte emigut les valeurs des statistiques. Cela
prive la sélection d'un contrdle par seuil de digafivité qui pourrait filtrer des génes

incohérents ayant pourtant une statistique élevée.

Dans I'étude de Jafari et Azuaje (2006), une redeida littérature nous montre les méthodes
les plus utilisées. L'ANOVA est utilisée dans uerdi des 141 articles étudiés, le test t dans
14.89 % des cas, I'analyse en composantes priasipains 7.96%, les tests non paramétriques
dans 7.80 % des cas, les autres méthodes de sRleeigenes sont marginales. La théorie
soutenue par quelques études montre que les testANOVA sont robustes aux digressions
de leurs assomptions sauf pour les trés petitpgoat les groupes de tailles inégales (Carlin et
Doyle, 2001 ; Seldrup, 1997 ; Mohetral, 1994, Williamset al, 1997). Il est souvent conseillé
d'utiliser les tests non paramétriques pour résowds problemes mais ils ont aussi leurs
limites. Par exemple, le test de Kruskal-Walliscdenparaisons multiples demande au moins 5
échantillons par groupes puisque une loi du Cht2uéksée pour déduire des probabilités.
L'utilisation plus réguliere des tests paramétrigjualors que les données ne respectent pas le
plus souvent leurs prérequis, pourrait s’expliqpar le fait que la théorie générale ne
s'applique pas toujours au cas particuliers. Edaniné les sources nombreuses de variations

systématiques, les données de puces pourraieestétre considérées comme particuliéres.

Dans I'étude de Qiret al. (2004) la comparaison des méthodes s'effectudeswaleurs de
statistiques pour des échantillons identiques cotapb6 genes « spike-in » sur 17 000. Le test
t apparait faible et les meilleures performanceg atteintes par la moyenne, la médiane et le
fold change. Ce dernier est reconnu par tous cogtar@ historiquement la premiére méthode
utilisée, au vue de sa simplicité, mais la moirfic&fe et la moins stable (Jeffegyal, 2006).

La détection de 6 génes seulement sur 17 000 psst des problemes. Les résultats de cette

étude ne peuvent donc pas se généraliser.

Dans I'étude de Chest al. (2005) les méthodes appliquées a plus de 2 classgEomparees.
5 jeux publics sont utilisés pour comparer 6 médisod.es 50, 100 et 500 meilleurs génes de

chacune d'elles sont comparés selon leur potetelictif pour 5 algorithmes. La aussi seules
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les statistiques de tests sont utilisées et pasoeedure de test compléte. La comparaison est

faite de fagon indirecte par des algorithmes iretabelon les seuils et les listes de genes.

2.6.3.4 Classification multiple

La méthodologie pour construire une régle de ptixtica partir de données de puces a ADN
implique plusieurs étapes. Elles correspondent slection d'un jeu de genes de qualité, au
choix d’'un algorithme, a la sélection des genepaepurs dans le profil final, ainsi qu’a une
regle de validation indépendante. Plusieurs vanatiautour de cette procédure basique ont été
proposées, impliquant réguliérement différentes linaisons de stratégies de sélection de
rapporteurs et de prédicteurs. Dudaital (2002a) ont comparés plusieurs prédicteurs enén
conclu que des prédicteurs simples, comme l'analysgonale linéaire discriminante,
atteignent de bonnes performances sur les donriéggression par rapport a des méthodes
plus compliquées. Lét al (2003) ont comparé des prédicteurs multi-clagses’intéressant
aux problemes relatifs aux combinaisons de préadglistbinaires dans un but de classification
multiple. Inzaet al (2004) ont comparés le filtrage ou le « wrappingour la sélection de

genes rapporteurs sur 2 jeux de données.

Les algorithmes utilisés dans la classificationtsdea complexité variable. Parmi les plus
simples nous pouvons citer le centroid le plus Ipeo¢van’t Veeret al., 2002), I'analyse

discriminante linéaire diagonale (Dudeital.,2002a), les k meilleurs voisins (Barnard, 1935).
Les plus complexes incluent les machines a vedewupport (Vapnik 1999), et les méthodes

Gaussiennes et Bayesiennes (Domingo et Pazzam.; I9@doitet al.,2002b).

Les méthodes de validation indépendantes doivémet d@pel a un jeu de données différent que
celui qui a servi a choisir le classificateur (geee algorithme). Une seconde expérimentation
indépendante de la premiere peut étre envisagést Hussi possible d'utiliser une partie des
données pour déterminer le classificateur et utes guartie pour le valider. Les méthodes de
validation croisées les plus utilisées sont le aeeone out » et le « K-fold ». Le « Leave one
out » exclut un individu avant de construire lessléicateur, il sert ensuite a valider les
performances. Chaque individu est exclu une fola etoyenne des performances est retournée
comme validation croisée. Le « K-fold » procedend’'tmaniere similaire mais au lieu d’exclure
1 seul individu, il en exclut une fraction K du niora total. Ainsi, le 10-fold divise le jeu de
données en 10 fractions, utilise I'une d’elle ptauvalidation des classificateurs construits par
les 9 autres fractions. Ambroise et McLachlan (202 montré que la méthode « Leave one

out » était non biaisé, méme s'il reste variabl&qik, 1983). Le 10-fold est plus biaisé mais
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moins variable. Dans un cas comme dans l'autrestilpessible de sur- ou sous-estimer les
performances. En effet, si les géenes rapporteursone sélectionnés qu’une fois en début de
procédure alors la validation ne sera pas indépgaddes échantillons utilisés pour la
validation ayant servi a déterminer les génes (Augeret McLachlan, 2002 ; Simaat al.,
2003)

Bien que le cadre théorique puisse définir des oukgtha priori plus robustes, I'application
aux données réelles peut favoriser certaines méshadl’autres. Dudodt al (2002) montrent
que les algorithmes simples sont trés performaissselset al (2005) montrent que la
sélection de génes est meilleure avec des métisimetes (filtrage, shrunken centroids) plutét
gu'avec la méthode des moindres carrés partielsnn@ pour la sélection de génes
différentiels, la structure des données (varighilmplitude, taille de I'échantillon) a un grand

réle sur I'efficacité des algorithmes.

2.6.3.5 Recherche de sites de fixation de facteurs dedrigmi®n

(Xie et al, 2005 ; Blanchettet al, 2006)

La transcription des génes est dépendante desdtitars entre des facteurs de transcription
qui se fixent sur des éléments cis-régulateursAd@N, de la présence de cofacteurs et surtout
de linfluence de la structure de la chromatine {&Thakurta 2006 ; pour revue Wasserman et
Sandelin, 2004). La compréhension des mécanismesrdedle de la régulation pourrait aider

dans l'interprétation des données complexes gésduareles technologies transcriptionnelles a
haut débit. Les méthodes informatiques d’analyse slquences régulatrices s’intéressent
principalement a [linitiation de la transcriptiorD’autres mécanismes de contrdle de

I'expression des génes ne doivent pas étre négimyda régulation des genes peut s'effectuer a
toutes les étapes de transformation d’'un traneariine protéine fonctionnelle. Néanmoins, la
transcription sélective des génes par 'ARN polyasérll sous des conditions spécifiques est

essentielle pour beaucoup, sinon presque toushessgui seront traduits.

La premiére étape a considérer est la détermindgsrrégions génomiqgues qui contiennent des
éléments régulateurs. Les outils existants utitiserconservation entre génes orthologues, la
composition nucléotidique et les données transmmpues. Ces régions se situent
généralement prés des sites d'initiation de lastdption. La position précise de ces sites est
pourtant difficile a établir. De plus, les genesimnt avoir des sites alternatifs d'initiation de

la transcription. La caractéristique dominante ggons promotrices du génome humain est
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'abondance des dinucléotides CpG. Dans ces régleascytosines de ces dinucléotides ne
sont pas méthylées alors gu'elles le sont a 80%uad. La méthylation d'une région
promotrice impliquera la non transcription des gedépendants, ce qui constitue un mode de
régulation épigénétique de la transcription. La®sipes méthylées sont mutées a un fort taux,
ce qui résulte en une réduction de 20% de la frdcpieles CpG dans les séquences sans role
régulateur. Le déséquilibre en CpG est donc utpe€les méthodes bioinformatiques puisque
ces régions contiennent probablement des promot8amdement 60% des promoteurs de génes
humains sont situés a proximité d'ilots CpG. Lacd&erte des promoteurs sans régions riches
en CpG est possible par des méthodes alternatigesdonnées transcriptomiques peuvent étre

utilisées par alignement d’'ESTs et de cDNA poualser les régions promotrices.

Pour prédire les sites de fixation de facteurs rdestription, il est possible d'utiliser les
propriétés de conservation des séquences, les iabagrephylogénétiques. L’assomption
suivante est faite : les mutations dans les régi@memiques fonctionnelles accumulent moins
de mutations que les régions sans fonction spéeifign autre point important est I'hypothese
implicite que la régulation de genes orthologudgssesimise aux mémes mécanismes. Ceci
présente une limite relative a la distance évodugéintre les especes compareées, les plus proches

ayant des mécanismes plus comparables.

A partir d’'un jeu de sites de fixation connus, auf choisir une modélisation des données
expérimentales et une méthode de recherche dapsole®teurs adaptées. La construction des
modéles est limitée par la faible quantité d’élémans-régulateurs connus. Les méthodes les
plus utilisées se basent sur une hypothese quenaepas forcement respectée : chaque facteur
se fixe indépendamment sur sa cible. Plusieurddtions en découlent puisque les interactions
combinatoires de multiples facteurs qui se fixamt glusieurs sites sont essentielles pour la
régulation spécifique de la transcription (Palstral, 2003). Méme si le modéle statistique est
confirmé in vitro pour la majorité des sites (Tehraet al1997), il est impossible de distinguer
les sites fonctionnelm vivo des sites non fonctionnels. La présence d’uneaain n'active

pas forcément la fonction, ce qui induit de foaigxt de faux positifs dans les recherches (1/500

a 1/5000 paires de bases).

Les séquences consensus peuvent étre utiliséesnpaiéliser les sites de fixation. Elles
n'integrent pas les caractéristiques quantitatides sites contrairement aux matrices poids-
position. Ces derniéres sont les plus utiliséequiiles sont aussi efficaces que des méthodes
plus complexes et plus gourmandes en temps delcadpues alignement de plusieurs

séquences de sites de fixation connus d'un factrtranscription, le nombre total
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d’'observations de chaque nucléotide a chaque postit reporté dans une matrice fréquence-
position (le motif). Cette matrice peut étre norised pour contenir des probabilités

d’'occurrence des nucléotides a chaque positionassigant que le total de chaque colonne
soit égal a 1. Pour une position dans une séqugmmmique, la probabilité de correspondre au

modéle sera le produit des fréquences de chaguésibnne de la matrice).

Les assomptions suivantes doivent aussi étre aénrésidors de l'interprétation des résultats :
(1) un nucléotide a une position donnée n'a paffet’'sur la vraisemblance de ses voisins a

étre observés, (2) les sites de fixations ont aiéleg fixes.

2.7 Projet de thése

Selon la classification internationale des tume(eLellis, et al., 2004), les tumeurs
thyroidiennes sont classées selon leur origineleg@ie, épithéliale ou médullaire. La malignité
des tumeurs est essentiellement basée sur limpamtale I'effraction capsulaire et de
I'envahissement vasculaire du tissu tumoral. Lesaivd’invasion au-dela duquel le pronostic
devient défavorable n’est toutefois pas clairentéfini. L’examen histologique, notamment
dans les cas peu invasifs, ne permet pas toujaudadser la tumeur avec certitude, ce qui a
une implication directe sur le suivi et le traitethdes patients. L'identification de marqueurs
moléculaires spécifiques est essentielle pour aotgnéa précision d'un diagnostic qui prend

en compte la sous classification des lésions teytaide de 'OMS.

L'étude des profils d'expression des genes parspuédN est utilisée depuis plusieurs années
pour identifier les marqueurs moléculaires du canlces précédentes études thyroidiennes se
sont principalement portées sur la distinction cesbénins et malins en comparant les cancers
papillaires qui représentent 80% des cancers (Haaag 2001), ou les cancers folliculaires a
un ensemble de contrdles (Bardetral, 2003). Ces 2 types de cancers ont aussi été cémpa
dans les mémes études ou par méta-analyse podifieteles genes différentiels (Aldreet

al ., 2004). Des données d’expression existent pawsiqirs types de tumeurs de la thyroide
mais elles ont été générées par des équipes eée¢atewlogies différentes. Leur comparaison
est difficile ou impossible pour 3 principales mas. (1) Certaines études utilisent des
comparaisons intra-individuelles alors que d'auiwes des comparaisons interindividuelles, (2)
les tissus de référence sont parfois le tissu a@aiisinant la tumeur ou bien un ensemble de
tissus sains et de Iésions bénignes, (3) Les diftés plateformes technologiques de puces a
ADN ne sont que partiellement compatibles ou patodt (Eszlingeet al, 2007). Considérer

simultanément toutes les Iésions connues de l@ittgrpermettrait d’atteindre une meilleure
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spécificité biologique en prenant en compte lfrdiion lymphocytaire et les Iésions atypiques.
Et surtout, il ne nous semble pas possible de idéfis marqueurs spécifiques de chaque type
tumoral si nous ne savons définir une signatureéoubaire spécifiqgue de chacun des

principaux types de tumeurs thyroidiennes follicek différenciées.

Nous avons regroupé dans une méme étude 166 didmantiyroidiens représentant 11 classes
histologiques, soit 90% des lésions folliculaire&nalyse des signatures moléculaires des
tissus permet de retrouver et de compléter eneplrtclassification histologique des tumeurs
(Article 1). Les tumeurs oncocytaires et les tureade malignité incertaine sont mal définies
dans la classification anatomopathologique classidies études moléculaires permettent
d'individualiser et de caractériser tout partiaiaent ces variétés tumorales. De plus, 'étude
différentielle permet la sélection de marqueurs cigles permettant d'optimiser une
prédiction automatique du diagnostic de toutesclasses de tissu étudiés (Brevet européen).
Nous avons identifié des fonctions dérégulées tkessumeurs par l'intermédiaire de grands

groupes de genes d'expression corrélée.

Par la suite, nous avons exploré plus précisénenptofils des T-UMs qui ont montré une
forte corrélation avec les carcinomes (Article [ Bs données d’expression placent la majorité
ces tumeurs dans les classes malignes. Avec urlgseneomplémentaire des mutations
caractéristiques de certaines tumeurs, nous pougentfier les cas atypiques comme situés a

un stade intermédiaire vers les carcinomes patiai

Une 3 étude (Article 3) sur I'analyse de I'expressiongdune dap3 et de sa protéine (97 Iésions
appariées au tissu sain avoisinant étudiés en imhigtochimie) dans les tumeurs

thyroidiennes montre I'apport d’'une méta-analysg dennées d’expression (a partir de 100
jeux de données publiques) dans la recherche detatéurs moléculaires potentiels associés

aux lésions.
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3  Articles et brevet

3.1 Articlel1

3.1.1 Introduction

Titre : Gene expression analysis distinguishes 11 dasfsiellicular thyroid lesions

L’examen histologique ne peut pas toujours précisérolasser les tumeurs. Particulierement,
la distinction des FTC et des FTA ont un faiblextale reproductibilité entre spécialistes
(Francet al, 2003). La cytoponction est I'outil le plus préeissensible pour le diagnostic des
pathologies thyroidiennes. Dans 20% des cytopamstionontrant une prolifération
folliculaire, la chirurgie est la seule méthode ipalifférencier les FTAs, des FTCs et des
FVPTCs (Gharib 1997). Par conséquent, pour un ewilldiagnostic, des marqueurs
moléculaires pourraient étre utile pour discerresr flumeurs bénignes et malignes. Jusqu’'a
présent, plusieurs marqueurs ont été évalués d#asedtes conditions (LGALS3, HBMEL,
CK19 et aussi TPO), ainsi que des genes liés @idiion de la transformation, comme les
réarrangements PAX8/PPARgamma et H-Ras, et lestiongaBRAF (Bartolazzi, 2001; de
Micco, 1991; Fagin, 2002; Gimm, 2001). Pourtantguaun’est actuellement applicable a un
diagnostic de routine. Les difficultés rencontréasun impact sur le suivi et le traitement des

patients.

Des analyses de données de biopuces sur les tumigignenciées de la thyroide ont été

menées sur des Iésions bénignes et malignes. @ilegtudié un nombre limité de classes,

moins de 6 simultanées, et elles on principalencentparé les signatures des carcinomes
folliculaires et papillaires par rapport aux tissssns ou aux adénomes folliculaires, sans
distinction de leurs sous classes. Les signatubbssreées corrélent bien avec le diagnostic,
elles définissent des profils de progression callelque I'on peut retrouver dans d’autres types
de cancers. Ne concernant pas toutes les pathsldgi thyroide, la spécificité des signatures
ne peut étre que partielle. De plus, elles ne peemiepas de caractériser les cas atypiques qui

n'ont pas été considérés.

Nous avons étudié simultanément les profils d'esgimn de 11 catégories de lésions
folliculaires de la thyroide. Nous avons inclus I&ghantillons représentant des adénomes
macro et micro-folliculaires, des adénomes et ocaroes oncocytaires, des goitres multi-

nodulaires, des carcinomes folliculaires et pap#ls des thyroidites auto-immunes, des
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maladies de Basedow ainsi que des contréles nooréwmx de tissu thyroidien (tissu sain).
Nous avons considéré les cas des T-UM ou oncoegtaigéparément des classes précédentes.
Ces adénomes ne présentent pas dinvasion vascubair capsulaire. Ills montrent une
prolifération prononcée et une histologie remodele ne présentent pas les noyaux

caractéristiques des carcinomes papillaires.

Les données d'expression de chaque tissu pourd@@s ont été générées par une plate-forme
"Transcriptome” (plateforme RIO, laboratoire TAQ@serm ERM206, Marseille). Nous avons
étudié les modules fonctionnels régulés dans l&sofmies par regroupement hiérarchique et
analyse ontologique des génes. Nous avons obseevgrande hétérogénéité des tumeurs qui
est en relation avec le chevauchement des critésedogiques qui définissent les classes. Les
genes différentiels ont été définis grace a dds f@srmutés et un contrdle du taux de fausses
découvertes a 5%. L'hétérogénéité des signaturas aacconduits a établir une classification
générale des tissus en considérant les signaturgsnmes des classes. Les tests de prédiction
de classe ont été réalisés par étude comparatiptudieurs algorithmes avec optimisation des
seuils de sélection des genes. Finalement, noussasffectué des mesures sur 40 tissus par

Western Dot Blot pour étudier la corrélation degeaiux d'expression géniques et protéiques.
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Abstract

The histological distinction between the varioysety of follicular thyroid tumour is sometimes
difficult to make. The identification of specificege markers would therefore help to
implement the thyroid tumour sub-classification gweed by the World Health Organization.
Microarray analysis offers a promising approach camdition that all the subclasses are
covered, taking into account lymphocyte infiltrati@nd atypical lesions. Our microarray
analysis of 166 thyroid tissue samples included @@%he different types of follicular thyroid
pathologies. All the well-defined histological ctas were represented, including follicular
adenomas and carcinomas, papillary carcinomas cgticamdenomas and carcinomas, Graves'’
disease, and autoimmune thyroiditis. The samples @icluded some atypical follicular
tumours. Despite the heterogeneity of some follictihyroid tumours, the microarray analysis
allowed the identification of accurate classifiafge are currently testing the panel of selected

genes in order to refine the diagnosis and treatofeiollicular thyroid tumours.
Introduction

Most thyroid nodules arising from follicular celievelop into hyperplastic nodules, adenomas
or malignant tumours (Hedingext al, 1989). The prevalence of carcinomas is fairly,lo
representing less than 10% of the thyroid nodWPegillary carcinomas represent 80% of the
thyroid carcinomas and nearly half are smaller tlarentimetre in diameter. Since the
frequency of thyroid nodules is rather high, theedon of a papillary thyroid carcinoma is as
difficult as finding the proverbial needle in a Btack. Currently, fine-needle aspiration is
considered to be the best procedure for investigatnalignancy in thyroid nodule
management. However, the cytological examinatiog mess the malignant zones and lead to
delays in prescribing appropriate treatment. Diatjodifficulties in the so-called “grey zone”
are due to the histological overlap between sonmighelesions and carcinomas that may be
classified as either atypical thyroid adenomas eill-differentiated follicular tumours of
uncertain malignant potential (Willianet al., 2000; Lubitzet al., 2006). Furthermore, in the
absence of distinct vascular or capsular invasioan encapsulated follicular thyroid tumour,
or when the typical papillary carcinoma nuclei aat visible, morphological criteria may fail
to detect the malignancy. Thus, there is cleanhead for more precise methods of detection.
Indeed, new techniques based on RET/PTC rearramgeraad B-RAF gene mutations have
already been developed for the classical and todic variants of papillary carcinoma.
However, although these techniques have allowedettgialification of some types of thyroid

tumour as malignant (Chiapettd al, 2002), the full set of papillary carcinoma higpes has
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not been covered. Questions have arisen concefolligular thyroid carcinomas and variants,
such as those with PAX8/PPARearrangements, which therefore do not belondi¢oseme
category (Marque®t al, 2002). The frequent association of lymphocytigroiditis with
papillary thyroid carcinomas and Hurtle cell tun®unvolves a series of cellular modifications
including atrophy, hyperplastic foci, and oncocyicclear cell metaplasia, all of which render

the diagnosis hazardous (Tamimi, 2002).

The modification of genes crucially involved in can is not associated with immediate
structural changes at the cellular level. Howewgcroarray techniques offer the possibility of
investigating the relationship between gene exprgsatterns and the phenotypic variations
that occur during certain steps of cancer developmEhus, gene profiling studies based on
microarray analysis have compared various typediftérentiated follicular thyroid tumour
(Bardenet al., 2003; Finleyet al., 2004a; Yancet al., 2004; Jarzalet al., 2005; Webeet al.,
2005). Although these studies examined the geneesgjpn signature of some follicular or
papillary thyroid carcinomas compared to follicusdtenomas and normal thyroid tissues, the
subcategories to which the tumours belonged weraspecified. The gene expression patterns
were shown to be correlated with the pathologigulisis. Nevertheless, the thyroid cancer
signature identified by these studies did not diffem the signatures of other cancer tissues
represented in the Oncomine database (Rheted, 2004; http:/www.oncomine.org/). The
cancer cell profile described may help to identioplastic transformation but it fails to take
into account the thyroid tumours situated in theygrone. The predictive accuracy of the gene
clusters identified in these studies is therefatbear limited (Aldrecet al.,2004; Webeet al,
2005). However, other studies have greatly incrbathés accuracy by including several
histotypes of follicular thyroid carcinomas, suchk the minimally invasive and oncocytic
carcinomas (Finlegt al.,2004b; Lubitzet al., 2005); and benign follicular tumours have also
been subcategorized by molecular profiling (Finktyal., 2005). These results show that
microarray technology is capable of distinguishirmgentially malignant from benign follicular

thyroid nodules.

The molecular classification of thyroid tumours hmesen hampered by the small number of
cases corresponding to some of the histologicadffindd classes and subclasses. However,
some recent work has revived interest in the sgbiflaation of follicular thyroid adenomas
since it was found possible to detect gene prgiitglarities between one subclass of adenoma
and follicular carcinoma (Finlegt al., 2004c). Our study, based on the simultaneous sisaly

of the gene expression signatures of 11 typesstblogically defined follicular thyroid lesions,
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proposes an extensive molecular classificatiorne§é¢ pathologies. This classification should

lead to better diagnosis and treatment of follicthgroid tumours.
Results

Total RNA, isolated from 132 human thyroid lesicammples and 10 benign lesions and 24
controls, as detailed in Table 1, was used to géeerndio-labelled cDNA that was hybridized
to microarrays. We analysed the expression profie®,549 expressed genes in order to
identify the main signatures of the thyroid tissuemally, we compared the gene expression
profiles of the 11 types of histologically idengifi follicular thyroid lesions to set up a

molecular classification.

Requlated functions in thyroid tumours

From the hierarchical clustering of the genes (Fdl), we selected 11 main clusters of highly
correlated genes (r>0.5) representing 2,419 geAbsthe samples were heterogeneously
classified by the algorithm except for some caskghygroiditis, oncocytic adenoma and
carcinoma, papillary and follicular carcinoma andcnofollicular adenoma (Supplementary
Figure 1). Examination of the gene ontologies shbwleat some biological functions are
significantly enriched in thyroid pathologies (Figul and Supplementary Table 1). There were
four large clusters of more than 400 genes (ClasteB, 4 and 8). They were representative of
most samples (WT, FTA, MNG, and OT) or of most elifintially expressed signals (AT).
Gene ontologies from Cluster 1 (510 genes) andt@i® (587 genes) were enriched in cell
cycle activity, metabolism, and response to stiniliiese two clusters were over-expressed in
benign tumours and normal thyroid tissues. Gera®s €Cluster 3 (418 genes), over-expressed
in oncocytic tumours, were involved in cell comneation, calcium ion binding, and the
immune response. Genes from Cluster 4 (513 genesg wver-expressed in all the AT
samples, and in some benign lesions. They wereetkta the immune response and apoptosis.
There were also seven clusters of 26 to 110 geflesse genes were involved in diverse
functions such as lipid catabolism and cell diffgiration (Cluster 2), translation (Cluster 5),
steroid hormone receptor activity and the transioripfactor complex (Cluster 6), protein
binding and tissue development (Cluster 7), receptioding (Cluster 9), regulation of
transcription and cell differentiation (Cluster L@embrane fraction and proteolysis (Cluster
11). Several clusters were specific to some tydethyroid lesion: Clusters 2 and 7 were

specific to oncocytic tumours as well as AT (eitbger- or under-expressed); Clusters 5 and 6
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to AT (under-expressed); Cluster 9 to oncocyticdurs (under-expressed); and Clusters 10

and 11 to PTC (over-expressed).

Molecular classification of thyroid tissues

In order to compare the 12 histopathological tisslasses studied, we computed the 66
pairwise comparisons on the class centroids (Somiéary Table 2) and applied an
unsupervised clustering method. This allowed a alaliassification of the thyroid tumours,
and the visualization of all the pairwise compansdgFigure 2). We used multi-dimensional

scaling to study the homogeneity or heterogendithi@samples (Figure 3).

The global classification revealed three well-defirclusters of thyroid tumours grouping the
benign/normal, malign and oncocytic classes byaignoup similarity and inter-group
dissimilarity. The benign/normal cluster grouped, 3D, FTA-a, WT and MNG. We found
significant similarities (p<0.05) between AT, GDdalVT, between FTA-a and MNG, and
between MNG and WT. AT was also found significargigilar to OTA-aty and PTC. Figure
3a shows the relative distribution of the sampldse samples, particularly those of the GD
class, were rather heterogeneous. The FTA-a and Md@ples were close together,
suggesting their similarity. In the malignant ¢krs(FTC, FTA-aty and PTC), FTA-aty
appeared to be significantly similar to FTC as vasllto PTC. Figure 3b shows the intermediate
position of FTA-aty samples between the two cantias. In the oncocytic cluster (OTA, OTA-
aty and OTC), the three classes were significasilyilar to each other. With multi-
dimensional scaling on two main axes, the oncocdimples were not separated (Figure 3c).
However, when three main axes were used, OTC samy@ee separated from OTA (data not
shown), whereas the OTA-aty samples were heterogerend could not be distinguished from
OTA. FTA-b was not found significantly similar teyaother class as a whole, but its samples

were close to some OTA samples.

Determination of optimal classifiers

We evaluated the predictive power of the gene-esgina data for the classification of each
sample. It has been shown that the performancectdssifier depends on the cut-off used for
gene selection (Yukinawat al, 2006). We used the scoring function for fouroaiiipms to

search for the best subset of genes by varyingehe selection (Figure 4a).

During the leave-one-out cross-validation, the estacentroid (NC) classifier and the linear

diagonal discriminant analysis (LDDA) behaved saril. These algorithms were powerful
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enough to distinguish the greatest number of ctassth at least 349 genes (p<1E-07). When
fewer genes were involved, the 1-nearest-neighlfbiNN) classifier was better, reaching its
best performance with 170 genes (p<l1E-09). TheaBast-neighbours classifier (3-NN) had
the worst performance. For all the classifiers,yvstringent cut-offs (<1E-13) impaired

performance.

The cross-validated results of the best globalkdias (1-NN, p<1E-9) are shown in Figure 4b.
These results were supported by 1000 bootstrappétasets (p<1E-03). We examined two
intuitive parameters i.e. the sensitivity (SEN) dhd positive predictive value (PPV). We also
examined two criteria that summed up the perforreance. the classical accuracy coefficient
(ACC) and the geometric accuracy (G). With the S&MNl PPV criteria, the performances
varied greatly from very good detection for FTC andl to null detection for OTA-aty.
Though the cases were very different, the ACC didraflect this and was consistently greater
than 0.81. For GD, the global classifier perfornpedrly (SEN=0.4, PPV=0.25, G=0.32) but
the ACC was high (0.95), greater than that of tieA@lass (SEN=0.67; PPV=0.63; G=0.65;
ACC=0.87). For OTA-aty, no true positives were pctetl (SEN=0; PPV=0), but the ACC was
0.95, whereas G was null. The ACC led to over-ediion but G, the geometric mean as used

in machine-learning techniques (Kubat, 1998), pdav@re intuitive to use.

The algorithm worked well for FTC, WT, PTC and OT@& values between 0.67 and 0.82),
whereas GD, MNG and FTA-b were poorly detected é@Bues between 0.32 to 0.42), and
OTA-aty had the worst result (G=0). Other classesewdetected with medium performances
(G values between 0.5 to 0.63). Remarkably, thesdiar selected only true positives for FTC,
FTA-aty and OTC (PPV=1).

By considering each class separately, we founchdidual classifiers which maximized the
class prediction (Figure 4c). We found a good iittlial classifier for each class except for
FTC and FTA-aty for which the global classifier wiag best. For six classes, 1-NN was the
best individual classifier. Cut-offs varied from-0B (811 genes) to 1E-15 (12 genes). GD and
OTA-aty were also poorly classified. The WT, AT, ®&nd FTC classes showed the best
results (G > 0.82).

Protein expression of selected candidate markexggen

Nine protein markers were chosen from the listifetential genes. Antibodies were selected

for their commercial availability. The homogenedf protein levels was checked against
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tubulin expression. The genic ontology of thesekaa showed that they were representative
of four cellular functions: lipid and mitochondriadetabolisms, cell proliferation and metastatic

potential.

For the protein study, we grouped the folliculaemamas (FTA-a, FTA-b, MNG), excluding
the atypical adenomas (OTA-aty and FTA-aty). We parad the mean expression of the
proteins and the related genes in seven typesyadithtumour and the wild type tissue (Figure
5a). Genes, proteins and samples were ordereddiegdp the hierarchical clustering of gene
expression levels. According to the thyroid tumoansl the genes considered, the expression
levels were either similar or dissimilar. For eatdta set, we considered levels close to the
global median as iso-expressed (10 percentilesndrthe median value). There were 37 (51%)
coherent gene and protein expression levels, 8 Y1d8mbinations of iso-expression and

under/over-expression, and 27 (37.5%) incoheremtession levels.

The comparison of the gene and protein expresgiofilgs (Figure 5b) revealed five markers
(SDHA, CTNNA1, CRABP1, TIMP1 and PDK1) with high efficients of correlation
(R>0.63); two markers (APOD and VDAC1) had relatmveigh coefficients (respectively 0.37
and 0.34), and two markers (LPL and SNCB) had loefficients (R<0.15). The correlations
of the gene and protein expression signatures (&5g) showed that only FTC and PTC did
not have high coefficients (R<0.4).

Discussion

Gene expression profiling is a powerful techniqoe finding new molecular markers for
tumour growth as well as for providing insightsoirthe molecular mechanisms involved in
tumorigenesis. However, current microarray studiesthyroid tumours fail to propose truly

specific markers since they are based on incompédseof thyroid tumour classes.

Thyroid tumours are heterogeneous and often sulieatiagnostic misclassification. The
classical methods of analysis are affected by vieiml-class homogeneity and by unbalanced
classes since very few samples are generally &laifar the rarer pathologies. Although the
molecular signatures of thyroid tumours can be vésterogeneous, they allowed a
classification (Figure 2), dividing the tumours dnthree distinct groups: benign/normal,
malignant and oncocytic. Pairwise distinctions @hign/normal and malign tumours were
consistent with published reports, as in the cdsBTaC and FTA. Moreover, thanks to the

almost complete set of thyroid tumour classes ohetluin our study, the results may be
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generalized to the whole range of thyroid tumofrmsn the benign/normal to the malignant and
oncocytic tumours. Microfollicular thyroid adenorpeesented a signature different from that
of macrofollicular adenoma or follicular carcinom@he malignant evolution of the
microfollicular adenoma is still under discussidbcimid et al., 2006). However, we may
consider microfollicular thyroid adenoma as a distisubtype because its gene expression
reflects its pathogenesis even though we do nowkthe impact of this specific profile on the
tumoral outcome. Moreover, variations in the gerpression signatures of macrofollicular
adenomas (FTA-a and MNG) do not reflect the apioaribf multiple nodules in the thyroid
(Figure 3a), indicating that the automated classifiused performed poorly in these cases
(Figure 4). The two types of thyroid tumour shotlidrefore be considered as belonging to the
same class on the basis of global gene expresaigsis. The reported incidence of thyroid
carcinoma in MNG (Gandolfet al., 2004) suggests that it would be worth investigatin
differences in macro- and microfollicular adenontas better understand microfollicular

mechanisms and their potential link to oncocytomas.

Oncocytomas appear to be unrelated to PTCs or HT@& classification of thyroid tumours
based on gene expression (Figure 3a); they shbelegfore be analysed independently. This
finding is in accordance with our previous study omcocytic tumours that showed no
functional relation between oncocytic tumours aniioamondrial rich PTCs (Bariet al.,
2005). The FTA-aty class of tumours was signifibastmilar to the PTC as well as the FTC
classes (Figure 2). The correlation with the PT&sslwas higher but this may be explained by
the small size of the FTC sample; larger samplesilshproduce more conclusive results. The
close relationship between the PTC and FTA-atyselasargues in favour of the proposed
terminology referring to these tumours as diffeilsetd tumours of uncertain malignant

potential.

The identification of pathologic tissue by its mgbogical features is not always precise. In
the case of thyroid tumours, significant inter- amila-observer variations have been reported
(Hirokawa et al, 2002; Francet al, 2003; Llyod et al, 2004). Gene mutations and
rearrangements can define a class and its evolatare precisely than the morphology, as has
been demonstrated in the case of papillary anictiddir thyroid carcinomas (Giordaret al.,
2005; Giordaneet al.,2006). However, some histotypes, such as oncocgticinomas, escape
this molecular classification (Nikiforovat al., 2003). Several authors have evaluated the
usefulness of biomarker combinations for the diaimof suspicious thyroid tumours (&t

al., 2005; Prasaet al., 2005; Ceruttiet al, 2006). However, biomarker combinations have
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failed to make a significant contribution in clialcpractice. We postulate that the weak
specificity of the markers may be compensated kyd#finition of the functional profiles of

thyroid tumours. In our study, we tested proteirrkaes belonging to four functional classes,
i.e. cell proliferation (PDK1, CRABP1, SNCB and CNHN1), metastasis (TIMP1), lipid

metabolism (LPL and APOD) and mitochondrial metaol(SDHA and VDAC1). Gene and

protein expression levels differed with only twotb& nine markers, confirming the relevance
of the genes selected. The development of newadigb against better protein markers may
lead to more accurate diagnoses of suspiciousnesidowever, the advantages would be
rapidly limited by the number of antibodies usablepractice. Our study shows that the
classification of thyroid lesions based on generesgion patterns is a useful complement for

the pathologic classification (Figure 4).

With microarray data obtained from a large numlfegsamples and unbalanced class sizes, the
classical accuracy coefficient (ACC) could not Bedias it would have tended to over-estimate
the performances (Figure 4b). We therefore prefetwause the geometric accuracy G, which is
unbiased and more intuitive (Kubat, 1998). Basedboward selection and univariate tests, the
identification of the 12 molecular classes of falliar thyroid tumour demonstrated good
predictive accuracy. However, one class, the OT®-Alass, presented a low G value,
suggesting that this class, in contrast to the RIA<class, cannot be distinguished at the
molecular level. We have previously suggested thestence of a continuum in the
development of oncocytic tumours since OTAs and ®Were found to be frequently close
together on microarray analysis (Bagt al, 2004). The meta-analysis of thyroid tumour
microarray data may be compromised by partial gdnie compatibility and differences in data
processing techniques (Eszlinggral.,2007). Our data set circumvents these difficuléied it

would be worth using to test classifier algorithpased on multivariate gene selection methods.

Finally, we have developed a highly sensitive mdtlior the molecular classification of

histologically identified types of thyroid tumou@ur study shows that dedicated microarray
analysis with specific subsets of differential geadows the identification of the majority of

tumours originating from follicular thyroid cell# particular, the method can be conveniently
applied to fine-needle aspiration biopsies sincesguires very small samples compared to
cytological studies. As some thyroid lesions arerphologically heterogeneous, it may be
necessary to sample several fine-needle aspiratas sot to miss the atypical and malignant

tumours that may be present. The gene expressuditegrcould then be used as a complement
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to the histological findings for the improved diagis and treatment of follicular thyroid

tumours.
Materials and Methods

Thyroid tissue samples

Tissue samples were obtained from 132 human thymaigburs, 10 benign lesions and 24
normal tissues. The thyroid tumours included 26 nofadicular, 17 microfollicular and 10
atypical adenomas. Atypical adenomas were defiyethdéir nuclear features, and vascular or
cellular modifications; they showed no capsulavascular invasion. In addition, there were 24
thyroid adenomas with the largest nodule origirgatrom multinodular goitres; 23 of these had
macrofollicular features and one had microfolliculeatures. We also examined 30 oncocytic
follicular adenomas and 5 atypical oncocytic adem®efined on the same criteria as the non-
oncocytic adenomas. Our study included three tgbebyroid carcinoma: follicular (3 cases),
oncocytic (4 cases), and papillary carcinoma (18esh Benign lesions were 5 samples of
autoimmune thyroiditis, and 5 samples of Gravesedse. Control samples consisted of 24

normal counterpart thyroid tissues. Table 1 sunmmearthe characteristics of the samples.

The mitochondrial quantities were evaluated by imahistochemistry, using monoclonal anti-
cytochrome ¢ oxydase antibody (Clone 113-1, Biogdraboratories, Inc., San Ramon, CA,
USA). The diagnoses were made according to the WiGsification of thyroid tumours
(DeLellis et al, 2004). Eighty-seven anonymous samples were raddtairom the Ambroise
Paré Hospital (APHP, Boulogne s/Seine, France), @danonymous samples from the

University Hospital of Angers, France.

cDNA arrays

RNA extraction, cDNA preparation and hybridizatisganning, and image analysis of the
arrays were done according to the manufacturersotopols (http://tagc.univ-
mrs.fr/plateforme/protocoles/), and as previousgatibed (Bari®t al., 2004). All data were
subjected to print-tip Lowess normalization (Yaetgal, 2002). The microarray data collected
during the analysis have been deposited in NCBleGErpression Omnibus (Edgat al,
2002) and are accessible through GEO Series N° GEE6

Data analysis and statistical methods
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Statistical tests and clustering

Differential genes were selected by permuted naaspatric tests (Get al., 2003). A false
discovery rate of 0.05 computed from 1000 bootgteapdatasets allowed the selection of 818
genes. Hierarchical clustering of the genes andgdhneples was done using average linkage and
uncentred correlation distances. Computation asdalization were done with Cluster and
Java TreeView software (Eisest al, 1998). Gene ontology enrichments into gene efgst
were computed by means of the GOToolBox web sdiMartin et al, 2004). Outlier values
were filtered for protein-expression data by remgvimeasurements that diverged from the

class mean by more than 1.5 times the standardtit@vi
Similarity analysis

We defined a centroid for each class as its meae-ggpression signature. The similarity S
was given by the correlation coefficient of two teids. The significance of similarity was
assessed by two-tailed permuted tests (5 % risk thié Bonferroni correction) from 20 000
bootstrapped data sets. For clustering, pairwisdagity parameters were normalized by their
expected value, clustered by Cluster software (ld#ilsdTau metric, average linkage method),

and visualized by TreeView Software.
Automated classifiers

Automated classification was performed using BRBa¥iools developed by Dr. Richard
Simon and Amy Peng (http://linus.nci.nih.gov/BRBréyTools.html). We tested four
algorithms: LDDA, 1-NN, 3-NN and NC. We computee thrediction for several gene subsets
selected by cut-offs (ranging from 1E-2 to 1E-1®tedmined by univariate tests. All the
performances were assessed from a leave-one-ookdue unbiased for feature selection
(Ambroiseet al, 2002). To evaluate classifier performances fasglA we used the sensitivity
(true positives / total number of A samples), tlasifive predictive value (true positives /
samples detected as A). We used the classical amcwoefficient ((true positives + true
negatives) / total number of samples) and the ga@yeccuracy G) defined as the geometric

mean of the sensitivity and the positive predictiatue.
Dot blot analysis

Two micrograms of protein corresponding to the TRIzaction of several tissues used for

microarrays analysis were spotted onto nitroceflelmembranes at room temperature, using a
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dot-blot apparatus following the manufacturer's ommendations (Biorad, Hercules, CA).
Seven groups of thyroid pathologies were definedh@mambiguous cytological criteria: AT,
GD, FTA-a, FTC, PTC, OTA, and OTC. Five samplesevtsted for each group. For two
groups (FTC, OTC), samples previously untested mmaarrays were added to bring the total
number of samples to five. Ten sera were used etifgp dilutions: 1/750 for PDK1 and
TIMP1, 1/1000 for APOD, SDHA, CTNNA1, VDAC1, CRABPLPL, SNCB, 1/5000 fon-
tubulin. All of the sera were obtained from Abca@atmbridge, UK). The spots revealed by
ECL methodology (ECL Plus reagent kit, Amershamal@imt, UK) were quantified on a
GelDoc XRS apparatus using the Quantity One soéBiorad). All the assays were made in

duplicate.
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Tables et figures

Table 1: Thyroid tumours and control tissues examiad for gene expression patterns.

Thyroid tumours and controls N  Histology Dominantierofollicular
architecture
Controls
Wild type (WT) 24 Normal
Non-tumoural lesions
Graves’ disease (GD) 5 Diffuse goitre
Autoimmune thyroiditis (AT) 5 Diffuse lymphocythytroiditis
Benign tumours
Oncocytic adenomas (OTA) 30 Over 95% oncocytitsaahd mitochondrial 17 cases
antibody ++
Follicular thyroid adenomag~TA) with complete fibrous capsule
Macrofollicular (FTA-a) 26 Unique nodule
Microfollicular (FTA-b) 17  Unique nodule 17 cases
Multinodular goitre (MNG) 24 Largest nodule ofraultinodular goitre 1 case
Atypical thyroid adenomas with complete fibroussztdp and moderate vascular invasion
Follicular (FTA-aty) 10  Unique nodule and atypinacleus 1 case
Oncocytic (OTA-aty) 5 Unique nodule and atypicatleus 2 cases
Differentiated malignant thyroid tumours with capsular and vascular invasion
Follicular carcinomas (FTC) 3 Unique 3 cases
Oncocytic carcinomas (OTC) 4 Over 95% oncocytits@nd mitochondrial
antibody ++, Trabecular architecture
Papillary carcinomas (PTC) 13  Typical papillary clear features, 8

follicular variants
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Figure 1: Hierarchical clustering of the genes.
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This matrix depicts the expression signatures @f th§roid tumour tissues (columns) through
5,549 selected genes (rows). A colour gradientcateis gene expression levels, from green
(low levels), to red (high levels), with black repenting the median value. Clusters of highly
correlated genes (r>0.5) are flagged and numbétied. clusters are annotated with the best

enriched Gene Ontology terms.
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Figure 2: Classification of pathologies accordingd gene expression similarities.
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This symmetrical colour-coded matrix shows similagoefficients between pairs of thyroid
tumour classes. The values were centred on th@eaed mean from 20,000 bootstrapped
datasets. The dendogram at the top was generatesl Hugrarchical clustering algorithm

(Kendall’'s Tau metric, average linkage method).
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Figure 3: Multi-dimensional scaling of the samples.
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Samples are represented along the two main axesnoiti-dimensional scaling scheme for the

differential genes. Panel a shows the projectiohearfign thyroid tumours and normal thyroid

tissue; Panel b shows FTA-aty and the two carcirspraad Panel ¢ shows FTA-b and the
oncocytic classes of thyroid tumour.
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Figure 4: Automated classifier performance.
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From the 818 differential genes, we selected 14etgbaccording to cut-offs determined by
univariate tests (from 1E-2 to 1E-15). Panel a shthe comparison of the four algorithms used
(1-NN, 3-NN, LDDA and NC) to select the best globkissifier. Panel b shows the best global
algorithm (1-NN, cut-off of 1E-9). Class performascare summarized by either the classical
accuracy coefficient ACC (grey squares) or the getom accuracy G (black squares).

Discrepancies between ACC and G can be compardd thé intuitive parameters, i.e. the

sensitivity SEN (white bars) and the positive pcdde value PPV (grey bars). Panel ¢ shows

for each class the best performance that can @medk by the classifiers.
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Figure 5: Protein expression levels of selected miar genes
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Supplementary Table 1: Enriched functions in highlycorrelated gene clusters.

Cluster Genes Gene Onotology term Fref Fset P-value
1 510 cell cycle 0.04 0.10 1.73E-05
ATP binding 0.10 0.17 6.21E-05
intracellular organelle 0.47 0.59 3.34E-04
response to stimulus 0.13 0.20 6.69E-04
cellular metabolism 0.54 0.63 1.59E-03
regulation of transcription, DNA-dependent 0.13 0.18 9.14E-03
2 26 lymphocyte activation 0.00 0.15 1.24E-03
lipid catabolism 0.00 0.15 1.56E-03
plasma membrane 0.10 0.50 1.80E-03
positive regulation of cell proliferation 0.01 0.15 2.30E-03
cell differentiation 0.02 0.23 2.56E-03
3 418 cell communication 0.24 0.34 5.48E-04
calcium ion binding 0.05 0.11 1.09E-03
immune response 0.05 0.11 1.77E-03
regulation of cellular physiological process 0.19 0.28 1.85E-03
4 513 immune response 0.05 0.31 1.50E-34
apoptosis 0.03 0.13 1.34E-12
plasma membrane 0.10 0.26 1.76E-11
positive regulation of cellular process 0.02 0.11 3.52E-10
signal transduction 0.19 0.33 2.63E-07
5 39 translation 0.01 0.14 2.45E-03
cytoplasm organization and biogenesis 0.00 0.10 4.37E-03
protein metabolism 0.25 0.52 5.30E-03
6 32 steroid hormone receptor activity 0.00 0.13 1.14E-03
transcription factor complex 0.01 0.15 3.01E-03
metal ion binding 0.21 0.50 6.46E-03
regulation of transcription, DNA-dependent 0.13 0.40 7.04E-03
regulation of protein metabolism 0.01 0.13 9.91E-03
7 67 protein binding 0.19 0.48 1.78E-04
tissue development 0.01 0.10 2.01E-03
8 587 mitochondrion 0.04 0.13 2.35E-08
intracellular membrane-bound organelle 0.38 0.55 2.33E-07
cell cycle 0.04 0.11 3.67E-07
ATP binding 0.10 0.17 6.87E-05
DNA binding 0.11 0.19 2.75E-04
protein modification 0.12 0.19 1.47E-03
intracellular signaling cascade 0.07 0.11 2.72E-03
regulation of cellular metabolism 0.15 0.21 3.34E-03
protein metabolism 0.25 0.31 8.78E-03
9 110 receptor binding 0.03 0.21 5.08E-05
10 87 protein binding 0.19 0.36 5.59E-03
nervous system development 0.02 0.11 6.29E-03
regulation of transcription 0.14 0.30 7.15E-03
cell differentiation 0.02 0.11 7.87E-03
11 30 membrane fraction 0.03 0.31 5.53E-04
proteolysis 0.05 0.27 4.91E-03
integral to plasma membrane 0.07 0.31 9.40E-03

Fref: GO term frequency into the human genome,: E38tterm frequency into the cluster.

Supplementary Table 2: Pairwise similarity of the hyroid classes.
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Similarity AT GD FTA-a FTA-aty FTA-b FTC MNG OTA OTA-aty OTC PTC WT
AT 0.56 -0.13 -0.22 -0.29 -0.22 -0.05 -0.02 0.17 -0.03 0.2 0.18
GD 0.56 0.1 -0.19 -0.02 -0.27 0.03 -0.21 -0.04 -0.24 0.09 0.27
FTA-a -0.13 0.1 0.12 0.1 -0.07 048 -0.48 -0.46 -0.55 0.01 -0.04
FTA-aty -0.22 -0.19 0.12 -0.03 0.2 -0.01 -0.25 -0.24 -0.15 0.43 -0.16
FTA-b -0.29 -0.02 0.1 -0.03 -0.2 -0.19 0.18 -0.01 0.02 -0.39 -0.23
FTC -0.22 -0.27 -0.07 0.2 -0.2 0.15 -0.13 -0.02 0.08 0.1 0.04
MNG -0.05 0.03 0.48 -0.01 -0.19 0.15 -0.44 -0.3 -0.4 -0.05 0.27
OTA -0.02 -0.21 -0.48 -0.25 0.18 -0.13 -0.44 0.71 0.77 -0.32 -0.52
OTA-aty 0.17 -0.04 -0.46 -0.24 -0.01 -0.02 -0.3 0.71 0.64 -0.22 -0.23
oTC -0.03 -0.24 -0.55 -0.15 0.02 0.08 -0.4 0.77 0.64 -0.16 -0.41
PTC 0.2 0.09 0.01 0.43 -0.39 0.1 -0.05 -0.32 -0.22 -0.16 0
WT 0.18 0.27 -0.04 -0.16 -0.23 0.04 0.27 -052 -0.23 -0.41 0
Significant values (p<0.05) are coloured in redh{kirity) or green (dissimilarity).
Supplementary Figure 1: Multi-dimensional scaling & all the samples.
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differential genes.
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3.1.3 Résultats complémentaires

Taille optimale des groupes pour une validation argnde échelle sur 1000 échantillons :

La signature définie par le meilleur prédicteur bglb pourrait servir a créer un outil de
diagnostic sous la forme de puce a ADN dédiée. Darsadre d'un projet de validation a
grande échelle de cette signature prédictive neassabesoin de connaitre la taille optimale
des groupes de tumeurs a tester. La déterminatpiori des tailles de groupes dans les études
sur puces a ADN n’est pas triviale. Elle implique donnaissance de certains paramétres
statistiques non disponibles comme la varianceedgiession des genes. Plusieurs études se
sont intéressés a la détermination du nombre mimgahantillons a utiliser dans les études
sur puces a ADN (pour exemple : Hwaetgal.,2002, Wu FXet al.,2006). Il a été montré par
étude comparative de plusieurs jeux de donnéesngnambre de 10 a 15 échantillons
biologiques par groupes est suffisant pour atteindr niveau de puissance élevé (Pavialis
al., 2003).

A partir de la variance observée de 258 génes ulagshantillon de 166 individus représentant
12 groupes de tissus thyroidiens, en s’intéressaxt9 groupes de tumeurs mesurés, peut-on
prévoir la taille des groupes pour pouvoir obserdes effets significatifs lors d’une analyse
indépendante de 1000 individus ? Nous disposongld@sées d’expression de ces 258 génes
pour 166 prélévements thyroidiens. Nous pouvorutel la variance observée de chaque gene
dans chacun des 9 groupes de tumeurs. L'écartdigpervé de la population peut aussi étre
calculé pour évaluer I'effet a prendre en compteudNutilisons les formules de calcul de la

taille des groupes pour le test t définies par&ex (2006).

Nous avons calculé la taille minimale N de chagueige dans le cas de comparaisons 2 a 2
qui permet d'observer un effet donné ES (expriméfarction de I'écart type (sd) de la
population) pour des risques= 0.05 etp = 0.10 (puissance 1 = 0.90). La méthode de
Bonferroni a été utilisée contre I'effet de testsltiples. La Figure 2 montre les distributions
des valeurs N en fonction de I'effet & observertdile N des groupes a considérer varie en
fonction de I'effet désiré. Plus I'effet est graaimoins N est grand. De facon intuitive, les
effets les plus subtils nécessitent plus d’indigighour étre détectés. Pour chaque distribution,
I'espace interquartile est resserré autour de ldané, il représente environ 8% de I'amplitude.
Les médianes observées varient de N=48 pour di&satites subtiles (ES=1sd) a N=12 pour
des différences plus nettes (ES=2sd). Legjartiles varient de N=62 (ES=1sd) a N=16
(ES=2sd). lls sont inférieurs a 40 des que l'etfgpasse 1.25 écart-type.
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Figure 2 : Taille optimale des groupes
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L’intégration de risques corrigés par la méthod@daferroni permet de prendre en compte la
multiplicité des classes de fagon tres conservatigs calculs effectués pour chague gene sont
ainsi valables pour une possible stratificatiorOddasses d’individus. La détection d’'un effet
raisonnable, correspondant a une différence de mmeyel'l.25 écart-type observé dans la
population, sera possible dans 90% des cas sréegpes comportent 40 individus. Tout effet
de plus grande amplitude sera détecté avec moindiddus par groupes pour les mémes
conditions. Ces observations sont valables poue$.othservations possibles et 'augmentation

de la taille des groupes sera toujours favorable.

Envisager le regroupement de 1000 individus powsumes et tester le pouvoir discriminatif et
prédictif des 258 génes sera cohérent aux vuesédeftats précédents. Dans le meilleur des
cas chaque groupe aura le méme nombre d’individeis1000/9 ~ 111 individus). Puisque la
prévalence des différentes pathologies est différahfaudra au mieux essayer d’atteindre 40

individus pour chacun des groupes.
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Représentativité des signatures transcriptionnellede 3 individus :

Malgré la connaissance des considérations stategighéoriques, il est parfois impossible
d’inclure le nombre souhaité d’individus dans uriadé. Ceci est évident dans le cas de
maladies rares, et reste souvent vrai pour desscfidanciers et temporels. Comme vu
précédemment, il est possible de définir un nonmhbirimal théorique d’individus par classe.
Ces calculs permettent de choisir la puissance tianhstatistique effectué sur le profil d'un
gene. Avoir un nombre suffisant d’individus permetpar exemple de définir individuellement
de bons marqueurs pour chaque groupe. Grace apxdas, qui produisent des milliers de
données d’expressions par échantillon biologique,signature définie par peu d’individus est-
elle représentative de leur classe ? Dans notoe gast-il possible d'utiliser 3 FTCs et 4 OTCs

dans les analyses ou doit-on les exclure dés lartiép

Pour étudier la valeur représentative de 3 écthamsilsur une classe pathologique, nous avons
systématiquement étudié, pour chaque classe dedelu) échantillons, la similarité d'une
signature définie avec peu d’échantillons (centfaillle, n=3) ou un nombre plus conséquent
(centroid fort, n=taille de la classe — 3). La FgwB montre la corrélation des échantillons
d’'une classe donnée et des autres échantillon&telé au centroid faible et fort de cette

méme classe. Les centroids sont les sighaturesrmegeades classes calculées pour 1000 genes

montrant les plus grands coefficients de variatRwour chacune des 6 classes testées (FTA-a,
b, MNG, OTA, PTC et WT), le centroid fort et leliéé permettent d’identifier les échantillons
de la méme classe par rapport aux controles réfpdear exemple, quand la classe FTA-a est
définie par un centroid fort (n=23), les corrélasasont supérieures pour les échantillons FTA-
a (Tumour/Strong) que pour les autres (Other/Shkdogrsque la classe FTA-a est définie par
un centroid faible (n=3), les corrélations des é@tlans de la classe (Tumour/Weak) sont
aussi supérieures aux contréles (Other/Weak). beglations obtenues par les centroids forts
sont dans tous les cas plus élevées que celleaudlstpar le centroid faible. La corrélation
médiane peut ne pas se différencier entre les Raids (Test de Wilcoxon :H#=0.8 et Pra.
1=0.098) mais I'espace interquartile est plus élewméc le centroid faible. Des résultats

similaires (Figure 4) sont trouvés dans un jeuaées indépendant (Giordagtoal, 2006).

Ces résultats nous montrent que les signatureschiptionnelles des tissus thyroidiens
permettent l'utilisation de 3 échantillons pour idé&f une classe. Ces résultats valident
I'approche utilisée dans le premier article deecétese pour les classes FTC et OTC de 3 et 4

échantillons, respectivement. Méme si de I'infolioratest exploitable avec 3 échantillons, un
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si petit nombre d’échantillons ne sera pas adapté pne analyse précise et puissante de ces

classes (définition de marqueurs, analyse de fometbntologiques).
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Figure 3 : Information apportée par 3 échantillons
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Pour chaque classe de tumeur (Tumour), un cenfediide (Weak) et fort (Strong) ont été

calculés, et leur corrélation avec les échantillalescette classe et les autres (Other) sont

représentés par les boites & moustaches. Nous aestéstoutes les combinaisons de 3

éléments parmi ceux de chaque classe avec unatialiccroisée non chevauchante.
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Figure 4 : Information apportée par 3 échantillonsdans un jeu de données indépendant
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Dans le jeu de données de Giordano et al. (2006pet 4 classes de tumeur (Tumour), un
centroid faible (Weak) et fort (Strong) ont étéccaés, et leur corrélation avec les échantillons
de cette classe (nombre d’échantillons : 10 FTI&sETCs, 12 PTCs et 8 OTCs) et les autres
(Other) sont représentés par les boites a moustadieus avons testé toutes les combinaisons

de 3 éléments parmi ceux de chaque classe avealidation croisée non chevauchante.
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3.1.4 Discussion

L’étude simultanée de 90% des lésions thyroidierdi#érenciées par puce a ADN nous a
permis de définir des signatures spécifiqgues a wharasse de tissu malgré une grande
hétérogénéité observable dans les classes. Le clasixoutils statistiques est crucial pour
limiter les faux positifs. Les tests par permutasi@nt le mieux permis de modéliser le contréle

de I'erreur aprés prise en compte de I'effet dedtiplicité des tests.

Lorsqu’on analyse les signatures moyennes deseslasgs tissus se regroupent selon leur
caractére bénin, malin ou oncocytaire. Nous pouwnsi voir que des classes sont similaires
et ne devraient pas étre opposées dans les éadiromes macro folliculaires et goitres multi-
nodulaires). Les adénomes micro folliculaires ssimfjuent fortement des adénomes macro
folliculaires et des carcinomes. Les tumeurs paipds sont homogeénes et leurs profils
concordent avec les nombreuses études d’expressiomues. Les tumeurs oncocytaires ne
peuvent pas étre reliées aux carcinomes follicegadu papillaires. Elles peuvent constituer une
classe a part entiére en considérant que le démegtemitochondrial est associé a une
prolifération augmentée. La prédominance de laaige métabolique pourrait masquer la

similarité de ces tumeurs aux deux précédentesadas

Les études a grande échelle définissent un cadrel’poalyse d’un sous ensemble de génes et
de phénotypes (projet soumis a I'Agence Nationade lal Recherche). L'utilisation de
technologies différentes est envisageable et pedeetroiser les mesures sur différentes
plateformes (RT-PCR, Western, Dot Blots). Les n#talyses de données sont délicates
puisque les valeurs mesurées ne sont pas forceswmnpatibles. Nous avons validé
I'expression de 9 marqueurs au niveau protéique 4uréchantillons biologiques. Une
concordance existe entre les données d’expres®aique et protéique. Les discordances
peuvent s’expliquer par des phénomenes de régudatigervenant a différents niveaux de la
transcription a la traduction des génes, avec notmh|'action des facteurs de transcription et

des petits ARN.

Cette étude dévoile une ressemblance moléculaseTdéM au groupe des carcinomes. Un
signal générique relatif aux cancers semble é&sgmt dans ces tumeurs. Nous ne pouvons pas
distinguer plus précisément leur affinité envers @arcinomes folliculaires ou papillaires.
L’étude suivante, intitulée « Microarray data as@éyrefines classification of follicular thyroid
tumours of uncertain malignancy », réalisée enligdeaa ce travail apporte des informations a

ce sujet (voir ci-dessous).
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Des signatures spécifiques existent pour chaque higiologique. Un choix restreint de génes
prédicteurs dans ces signatures peut classer difoe@ent les tissus avec de bonnes
performances. Nous pensons que l'utilisation deputddiées pourrait améliorer le diagnostic
clinigue des tumeurs sur cytoponction de faconiénter la these chirurgicale, plus ou moins
extensive, ou médicamenteuse. Nous avons dépobéesuet européen intitulé « Methods for
the prognosis or for the diagnosis of a thyroidedse » pour une valorisation et une

exploitation en diagnostic médical
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3.2 Brevet européen

Jean-Fred Fontaine, Frédérique Savagner, Brigittexd; Rémi Houlgatte, Yves Malthiéry.
European Patent Offig&EP 07 290 373.5 (déposé le 29 mars 2007)

3.2.1 Titre de 'invention

Methods for the prognosis or for the diagnosis tifysioid disease

3.2.2 Champ de l'invention

The present invention relates to methods for ptetdj or diagnosing a specific thyroid
disease in an individual, which methods are basedhe quantification of the level of

expression of thyroid disease-specific marker genes

3.2.3 Résumé de l'invention

The present invention relates to an integratedviiro method for predicting or
diagnosing a specific thyroid disease in an indigid which method is based on the
quantification of the expression level of diseaseesfic marker genes, selected from the group
consisting of marker genes specific for (i) automma thyroiditis (AT), (i) marker genes
specific for Grave’s disease (GD), (iii) marker genspecific for macrofollicular adenoma
(FTA-a), (iv) marker genes specific for atypicalliftular adenoma (FTA-aty), (v) marker genes
specific for microfollicular adenoma (FTA-b), (vinarker genes specific for follicular
carcinoma (FTC), (vii) marker genes specific forltmodular goitres (MNG), (viii) marker
genes specific for oncocytic adenoma (OTA), (ixxkea genes specific for atypical oncocytic
adenoma (OTA-aty), (X) marker genes specific faramytic carcinoma (OTC) and (xi) marker

genes specific for papillary carcinoma (PTC).
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3.3 Article 2

3.3.1 Introduction

Titre: Microarray data analysis refines classificatidrfadlicular thyroid tumours of uncertain

malignant potential

Les tumeurs de malignité incertaine présententodeactéristiques morphologiques proches
des carcinomes. Il peut s’agir de variants folliitds de carcinomes papillaires, de carcinomes

folliculaires & invasion minime ou d’adénomes aaxactéristiques nucléaires inhabituelles

(Vaskoet al, 2004). Ces tumeurs sont de diagnostic difficile.

Ces tumeurs ont été ignorées des analyses angfietilisant les biopuces qui se sont
focalisées sur la séparation des tumeurs bienidsfirace au jeu de données utilisé dans le
premier travail (voir ci-dessus), nous avons étuaie tumeurs pour affiner leur classification.
Nous les avons particuliéerement comparés aux aawr@s papillaires, aux carcinomes

folliculaires ainsi qu'aux adénomes classiques.

Nous avons analysé le regroupement hiérarchiquelwdeles génes pour trouver des profils de
genes co-régulés associés aux T-UMs. L'analyséstitpte nous a permis d’établir les genes
différentiels des classes. Nous avons associé anupement des listes de genes spécifiques a
I'évaluation de la déplétion ou de I'enrichissementologique. Nous avons utilisé des tests
permutés pour évaluer les corrélations des éclamdilavec les profils des classes de
carcinomes. L'étude des mutations caractéristiglesscarcinomes nous a servi a valider les
résultats. Des analyses immuno-histochimiques d#at réalisées pour étudier certaines

hypotheses expliquant les cas divergents.

Cet article a été publié dans le journal scientiignternational Oncogene (Nature Publishing
Group) le 29 Octobre 2007 (PMID: 17968324)
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3.3.2 Article

Title: Microarray analysis refines classificatiohrmn medullary thyroid tumours of uncertain
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Abstract

Conventional histology failed to classify part afmmedullary thyroid lesions as either benign
or malignant. The group of tumours of uncertainigmancy (T-UM) concerns either atypical
follicular adenomas and the recently called “tunsoof uncertain malignant potential”. To
refine this classification we analysed microarrayadfrom 93 follicular thyroid tumours: 10 T-
UM, 3 follicular carcinomas, 13 papillary thyroicarcinomas and 67 follicular adenomas,
compared to 73 control thyroid tissue samples. diagnosis potential of 16 selected genes was
validated by quantitative RT-PCR on 6 additionaUW. The gene expression profiles in
several groups were examined with reference tarthational status of the RET/PTC, BRAF
and RAS genes. A pathological score (histological ammunohistochemical) was estimate for
each of the T-UM involved in the study. The cortiela between the T-UM gene profiles and
the pathological score allowed a separation oktraples in two groups of benign or malignant
tumours. Our analysis confirms the heterogeneitytuofiours of uncertain malignancy and
highlighted the molecular similarities between sormbases and true carcinomas. We
demonstrated the ability of few marker genes toesas diagnosis tools and the need of a T-

UM pathological scoring.
Introduction

The World Health Organisation classification foynbid tumours (DeLellist al., 2004) still
distinguishes two types of non medullary differatdéd thyroid cancer: the papillary thyroid
carcinoma (PTC), diagnosed on the basis of chaistitenuclear features, and the follicular
thyroid carcinoma (FTC), defined by its capsulad/an vascular invasiveness. However, for
decades, conventional histology failed to classdyne encapsulated follicular thyroid tumours
as benign or malignant because these lesions shamapping histological features. This
already known difficulty is underscored by recembstantial interobserver variability (Fraat
al., 2003; Hirokaweet al, 2002; Lloydet al., 2004), either in the pathological assessment of
thyroid nodules and in the identification of ungery diagnosis criteria, such as papillary
nuclear features, vascular and/or capsular invadibase difficulties are especially relevant in
encapsulated differentiated thyroid carcinomagHeir belonging to the encapsulated follicular
variant of papillary thyroid carcinoma (FVPTC) @retminimally invasive FTC group, and for
their ability to harbour or not predominant oncacyfeatures. In order to point out to the
clinicians such difficulties, several terminologibave been proposed over time (Williams
2000; DelLelliset al.,2004). The term of atypical thyroid follicular asena is now restricted

to adenomas with pronounced cellular proliferatitegs regular cytoarchitectural patterns,
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lacking evidence of capsular and or vascular irorasi For tumours showing questionable
capsular and/or vascular invasion it is recommentieccall them "follicular tumour of
uncertain malignant potential" if papillary carcina-type nuclear changes are absent, and
"well differentiated tumour of uncertain malignapbtential" if those nuclear changes are

imprecise.

Gene expression profiling by microarray techniquess revealed some tumour sub-
classifications (Bertuccet al., 2003; Takahashet al., 2003). Distinctive gene expression
patterns are associated with a wide variety of molgmical, biological and clinical parameters.
This approach has now begun to be applied to tdyrancer (Huangt al, 2001; Finleyet al.,
2004; Giordaneet al.,2005; Jarzalet al.,2005; Eszlingeet al.,2006). Although some studies
have included FVPTCs and minimally invasive FTCsnen has examined the challenging
group of tumours of uncertain malignancy (T-UM).l{Dane microarray study has been carried
out on minimally or widely invasive follicular cdaromas (Lubitzet al., 2005). It showed that
some minimally invasive carcinomas were subclasgifihereas others could be reclassified as
either follicular thyroid adenomas (FTAs) or widetwasive carcinomas. These data support
the theory of a continuum of tumours from the banig the malignant. So far, all the
microarray studies on thyroid tumours have exclug@aples with a non clear cut diagnosis.
Since the main objective was to distinguish berfigm malignant tumours; the T-UM were
ignored. However, given the accuracy of microamaglysis, it may be possible to refine the

classification of this group of tumours.

We therefore investigated a group of T-UM usingnwéecrays and taking into account all their
underlying counterparts (immune background, calluddypia, density, mitotic activity,
patterns) in comparison with FVPTCs, PTCs, minignadiasive FTCs s and FTAs. The results

were expected to lead to an improved classificadiot to better predict true malignancy.
Results

Comparison of gene expression in PTC subtypes

We examined the gene-expression signatures in awiants of PTC, i.e. 5 usual PTCs and 8
FVPTCs. These two PTC subtypes were compared tissn§tudent's t-test; the raw P-values
were corrected for multiplicity (Benjamirgt al, 1995) over the full set of 5,549 expressed

genes analysed by the microarrays. The results esthaw significant difference (FDR>0.05)
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between the two subtypes (data not shown). We fitreréreated the PTC tumours as a single

class for the rest of the study.

Overexpressed and co-regulated gene clusters iMT-U

The expressed genes were clustered hierarchigaltyrder to discover the correlated genes
involved in T-UM. We found five clusters of overeggsed and correlated genes (Figure 1).
Underexpressed genes were also present but nerchwsis clearly specific to the T-UM

samplesindividual sample specificity with respect to ineerexpressed clusters is indicated by
the mean log-value signatures (bar charts). Onlpf2he 166 tissue samples had a mean log-
value greater than 0.6, chosen as an empiricabffwmalue. These included 11 (85%) PTCs, 7
(70%) T-UM, one (1.5%) FTA and two (5.3%) oncocwiyroid (OT) tumours. Some genes

known to be markers of the FTC group showed coatdith upregulation with T-UM or PTC,

e.g. the ASTN2 and the GALNT3 genes. The five eisbf overexpressed genes identified
were not specific to the other tumours (low logues). This unsupervised method showed that

gene regulation occurred in T-UM and PTCs.

Supervised analysis of the gene-expression sigemtur

We determined the differential genes in each atdighyroid tumour using permutated F-tests
followed by post-hoc tests (P<0.05). This methotbved the simultaneous detection of
differential genes for the various classes of tumdle were thus able to identify the
differential genes shared by T-UM and other thyrtignours (Figure 2). We found 66
upregulated and 92 downregulated differential gefaes T-UM. There were 23 (35%)
upregulated and 37 (40%) downregulated shared geitkshe PTCs and Fisher’'s exact test
indicated that these genes were significantly @masented (P<0.05). For the other classes of
tumour, the number of upregulated shared genesd/éimdm 9 to 12 in FTAs, OTs and wild
type (WT) groups, or from 3 to 5 in FTCs, AT (amoaune thyroiditis)/GD (Grave'’s disease)
tumours. Since the OT, FTA and WT classes contdired 24 to 67 samples whereas the FTC
and AT/GD classes contained only 3 to 10 samples,discrepancy observed is probably
explained by a class-size effect. Nevertheless,Qfie WT and AT/GD upregulated shared
genes were considered significantly underreprede(®&0.05). This finding allowed us to
select specific candidate marker genes for eaclksclar pair of classes of tumour.
Supplementary Table 1 lists carcinoma and adengeeifec genes in T-UM after filtering of

the differential T-UM, FTA and PTC genes from thaxfethe other groups. The supervised
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determination of the differential genes showed Th&tM and PTCs had significant differences

with other classes.

The similarity of the gene expression of T-UM witlee other classes of tumour was also
estimated using the Pearson’s r correlation cdeffic calculated from the mean class
signatures as defined by the differential genesthe class centroids (Table 1). The similarity
between the T-UM and the PTC class was greater.47xQhan between any of the other
classes (P<3.33E-05); the FTC class also showatfisant similarity (P=0.003) but non
relevant r value (r=0.1). The FTA and WT classesawgdissimilar compared to the T-UM class
of tumours. The dissimilarity between the T-UM a@d or AT/GD classes was greater than
any other within the simulations (P=1), indicatitigat these classes were significantly
dissimilar from the T-UM class. Finally, the twaaskes of thyroid tumour, T-UM and PTC,
had very similar gene-expression signatures. Howeve noticed that one PTC presented a
divergent signature strongly correlated with the €@dss centroids (data not shown). It was the
same as in Figure 1 (PTC 152). Two T-UM samplesdiad negative similarity (T-UM 1 and
3, same ones as in figure 1) and highly correlat#gd OT or FTA class centroids (data not

shown).

Diagnosis potential of the T-UM gene-expressiomaigre

In order to assess the diagnosis potential of #reegxpression signature, we compared the
expression signature of a set of 16 predictive gdoe each T-UM sample in addition with
their pathological score (figure 3). The 16 seldagenes were highly predictive of both the
PTC and the T-UM group (Supplementary Table 2). Phéhological score was based on
histological criteria and protein expression analf@nmunohistochemistry) of 4 malignancy
candidate markers (HBME-1, Galectin3, CK19 and TB®Wetailed in Supplementary Table 3
(DeLellis et al, 2004; De Micceet al, 1999). The normalised mean gene-expressiontsigna
of the T-UM samples varied from negative (-1.48B-02 positive values (1.42E-01). The
pathological score highly correlated with the saritly values (Spearman rank correlation,
p=0.71).

The mutational status of the BRAF, RET/PTC and RysSes was determined for seven PTC,
five T-UM and five FTA samples (Table 2). We alsmmputed the similarity of each sample
signature to the PTC class (Table 2, Supplementalyle 4). We identified molecular
anomalies in five of the seven PTCs; one had a BRARation and four had RET/PTC

rearrangements. RET/PTCL1 rearrangements were@isal fin three of the T-UM samples that
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had the poorest molecular similarity with PTC. lontrast, the two T-UM samples without
molecular anomalies had higher correlation coedfits R-r=0.45 and 0.34). No mutations
were found in the five FTAs. None of the tumoursl lverlapping mutations or RAS gene
mutations. These findings indicated that some T-Bi\re high similarities with PTCs and

questioned whether or not they should be classé&BTCs.

The diagnosis potential of the gene-expressiorasigas was validated on a new set of samples
by quantitative RT-PCR. This set comprised 6 T-UlMFTAs and 5 PTCs. We measured the
expression of 9 genes out of the 16 predictive gembe hierarchical clustering of the data
separated clearly the samples in 2 groups (Figuréhe overall robustness for these 2 clusters
over 1,000 noised datasets was equal to 0.802firhayroup contained all the 5 FTAs and 2
T-UMs. The second group contained all the 5 PTQs 4M-UMs. The new T-UM samples
were also evaluated and scored by a pathologigipl8mentary Table 3). The mean gene-
expression signature of the T-UM samples to the Rf@up highly correlated to the
pathologist’s scorepE0.57) in this independent experiment (Figure 5).

Immunohistochemical evaluation

Immunostaining results for HBME-1, Galectin-3, CK&ad TPO for the 10 T-UM were
summarised in Supplementary Table 3 and assoctatdtie histological features for each
sample. The results of the T-UM 1 and 3 favouratiagnosis of benignancy because of the
negative HBME-1, Gal-3, CK19 and the TPO expressieli preserved. On the contrary, the
T-UM 16 and 188 were the only ones positive for HBW staining, in relation to their high

mean expression signature on Figure 3.

We explored the mitochondrial immunostaining foe tB samples that were divergent on
figures 1: the sample 152 (FVPTC), and the two T-UMind 3. Immunostaining data for
HBME-1, TPO and mitochondria for these 3 divergsamples are represented on Figure 6.
Mitochondrial staining was 5 and 15 % positive gample 1 and 3 respectively. With the
FVPTC sample 152, all the follicular cells took apnedium but homogeneous staining with

the mitochondrial antibody.
Discussion

Differentiated thyroid follicular carcinomas areuafly diagnosed either on the basis of nuclear
features, capsular or vascular invasion. HoweWeretis a group of tumours for which, on the

basis of the current diagnostic tools (histologiréteria, immunomarkers), it is very difficult to
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establish whether these tumours will eventuallydyehas malignant or benign disease. In this
group of tumours of uncertain malignancy (T-UM)agliostic tools are urgently needed. The
aim of this study was to use microarray data tegifg T-UM adenomas into one of these three

classes of thyroid tumour: benign, malignant veBUE, malignant versus FTC.

Our study of the molecular profiles of T-UM showdtht some were correlated with the
profiles the papillary carcinoma classes of thytoichour (Table 1). This suggests that some T-
UM are probably true carcinomas. Microarray analysi eight of the ten T-UM showed
significant similarities with PTCs In front of thiew number of FTC samples, a more
exhaustive study will be necessary to concludeaonpde similarity results for the FTC group.
The five classical and the eight follicular varrmf PTC in our study were considered to
constitute a homogeneous class of papillary tumdtreugh we chose one of the less stringent
ways of correcting for multiplicity, the FDR conliiog procedure defined by Benjamini and
Hochberg (1995), our result must be balanced bydlaively small number of involved PTC
samples. Two studies on PTCs and FVPTCs have igatstl a large set of FVPTCs (Mazzanti
et al., 2004; Giordancet al., 2005). The first study failed to discriminate beem PTCs and
FVPTCs on the basis of molecular profiling, wher¢hs second was able to distinguish
between PTCs and FVPTCs because of the high freguginthe RAS gene mutation in the
FVPTC group. Nonetheless, Fingt al. showed differences but strong gene-expression

similarity between classical and follicular variafitPTCs (Finret al.,2007).

Differentially-expressed genes determined by oaming set included CITED1, CTNNAL,
DPP4 and CDH3, which are well corroborated as lgglanto the PTC class of tumours
(Huanget al, 2001; Jarzalet al, 2005). The 43% mutation frequency in PTCs wasistent
with published reports (Giordaret al, 2005; Nikiforovaet al, 2002). We also found a BRAF
mutation in a classical PTC sample, as reportatienliterature (Nikiforoveet al., 2002). We
were able to define a PTC cancer signature, indigrgnof the RET/PTC or the BRAF
mutational profile of the tumours (Table 2): In aeg to the PTC similarity coefficient, we
showed that 2 PTC samples with either BRAF (sanipglé) or Ret/PTC1l (sample 157)
mutation were similar (0.69 and 0.61 respectiveljereas 2 Ret/PTC1 PTC samples (124 and
173) had dissimilar index (0.53 and 0.79 respelgtjve

Three of the ten T-UM were strongly correlated wRITCs, whereas five were poorly
correlated (Supplementary Table 4). Tumours withTREC mutations were found in the
strongly correlated as well as the poorly corr@lageoups (Table 2). Our results may take into

account the recent demonstration of Ret/PTC regeraents in non neoplastic follicular cells
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presenting extensive inflammation as in Hashimottiigroiditis (Rhodenet al., 2007).
However, high correlation between mutational angression profiles reinforces the notion
that the 3 T-UM may be carcinomas. In addition,dkénition of a pathological score for each
T-UM permitted to detect a good correlation betvaéeigh pathological score and a signature
significantly similar to PTCs (Figure 3). Theredave postulated that this score may be used
to identify benign from malignant tumours among Th&JM class. We propose such a scoring
system before assigning a tumour to the “uncertatignant potential category”.. We showed
that the expression profile of 9 selected genes atde to clearly separate the T-UM into 2
groups; benign and malignant (Figure 4) and stsoegbgest the belonging of some "at risk of
malignancy" T-UM to the PTC class of carcinoma. ¥ggest that, after a selection by the
pathological score, some T-UM should be classifigdour set of 9 expression markers into

putative PTCs.

Two T-UM (Samples 1 and 3) and one FVPTC (Samp® $Bowed no correlation with either
FTCs or PTCs but with the OT or the FTA classee FRPTC 152 presented several foci of
mitochondrial-rich cells that may have modified tpene-expression signature of the tumour.
Indeed, since 39 of the 166 thyroid tumours studiede oncocytic tumours, mitochondrial
genes were largely represented in our microarrajyais. We have already shown that the
homogeneous mitochondrial signature of oncocytiodurs may mask the signature of the
putative transformation of a thyroid adenoma intcaecinoma (Bari€t al., 2004; Bariset al.,
2005). For the 2 T-UM, we verified that the mitoddrial staining was weak while the
HBME-1, CK19, Galectin-3 and TPO results favourediagnosis of benignancy. Moreie
controlled that none of already known genes spdlfi overexpressed in the widely or
minimally invasive FTC classes (Lacrogt al, 2005; Lubitzet al, 2005)correlated with the
expression profile of the two lesions (data notvaijo The correlation between low score and
expression profile of benign tumours was confirrnadhe validating set of T-UM for 2 T-UM
samples (13C and 14C).

Interestingly, we were able to identify several ggithat were specific to the gene-expression
signature of T-UM compared to all other benign @lignant signatures (Supplementary Table
1). We identified mitogenic signatures involvinggtbAMP (TSHR) and the MAPK (GRB10
and NR2F2) pathways, as well as lymphangiogenasate(VEGF-C), as described in the
literature (Duricket al., 1996; Du Villardet al., 2000; Moreet al., 2003; De la Torreet al,
2006). This may be associated with the prolifggatind invasive signature recently identified
in the relatively indolent FVPTC (Finret al., 2007) ressembling to our T-UM. The
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overexpression of TSHR suggests a less aggressempype (Mirebeaat al.,2004; Hoffman
et al.,2006). This results confirm that T-UM behave tgpacial tumour group .

Conclusion

The analysis of microarray data allowed us to attarese the functional relationships between
T-UM and PTCs. The mutational and our defined platfioal status of the tissues allowed us
to classify some T-UM either as benign or as jnugaPTCs. Here we show that the molecular
signature of the tumour can help to refine thesifesition of T-UM and, in particular, allow to

the identification of tumours at risk for maligngnc

Materials and Methods

Tissue samples

The microarray analysis concern 93 samples of tdytamours belonging to four classes —
PTC, FTC , FTA, T-UM - in accordance with the WHOO02 (DeLelliset al, 2004). The
samples included 13 PTCs (five classical and digifitular variants), three FTCs, 67 FTAs
and 10 T-UM. Histological features of the 10 T-UMne summarised into table 3. The FTA
group included macro- and micro-follicular adenonaaigjinating from single nodules, and
adenomas originating from the largest nodule oftimodlular goitres. Thregroups, comprising

a total of 73 thyroid tissue samples served asrotmntThe WT group contained 24 normal
samples; the AT/GD group (10 samples) included $senpf autoimmune thyroiditis and
Grave’s disease; and the OT group (39 samples)ded oncocytic adenomas and carcinomas.
All thyroid tissue samples, obtained from the AnibeoParé Hospital (Paris, France) and the

Angers University Hospital (France), were rendeaednymous before beginning the study.

Microarrays

RNA extraction, cDNA preparation and hybridizatisganning and image analysis of the
arrays were done according to protocols of the rzaturer (http://tagc.univ-

mrs.fr/plateforme/protocoles/) and as previouslyadibed (Bariset al.,2004), as was probe set
intensity estimation and normalization. Each micraa contained 9,216 spotted probes
including controls and 8,862 cDNA human clones. €ewith an expression similar to the
background and genes with missing values over ¢ireesample class were withdrawn from
the analysis. Thus 5,549 genes were expressednaehdled to the analysis. All data were

subjected to print-tip Lowess normalisation (Yatgl, 2002) The microarray data have been
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deposited in NCBIs Gene Expression Omnibus (Edgat., 2002) and are accessible through
GEO Series number GSE6339.

Data analysis and statistical methods

Statistical tests were done with R Bioconductotistiaal software (Gentlemaat al, 2004).
PTC subtypes were compared by Student’s t-testsnamtplicity adjustments using FDR

controlling procedure (Benjamini and Hochberg, 1995

Hierarchical clustering of the data were computedog-transformed, median gene-centred and
normalised data using average linkage and unceotgaélation distances. Computations and
visualisation were done with Cluster and TreeVieftvgare (Eiseret al, 1998), and with BRB
ArrayTools v3.6.0b2 developed by Dr. Richard Simanmd Amy Peng Lam. The biological
activity of genes with known functions was deteradrusing the web tool FatiGO with the
Gene Ontology database (Al-Shahroualgt2004).

Differential genes were defined for the 7 classeissue by permutated non-parametric two-
sided F-tests (FDR=5% for 1000 permutations). Nildtitest correction on raw P-values was
done by the single-step maxT procedure éBeal, 2003). Up and downregulated genes were

identified by post-hoc two-sided t-tests compaiing class to the others (p<0.05, unadjusted).

In the similarity analysiswe defined a centroid as the signature of its ngme-expression
profiles. Similarity was defined as the correlatimrefficient of two centroids, or of a sample

signature and a centroid. P-values were genereted 30,000 bootstrapped data sets.

The list of 16 predictive genes was generated mgube 6 prediction methods implemented in
BRB ArrayTools (Compound covariate predictor, Bagescompound covariate, Diagonal
linear discriminant analysis, K nearest neighbds =1 and 3), Nearest centroid, and
Support vector machines) and a cutoff equal to 8Edb univariate feature selection. The

0.632+ cross validation method was used to compigeclassification rate.

Detection of mutations and rearrangements

DNA and RNA isolation and cDNA synthesis

DNA and RNA were isolated using the guanidium igmtipanate procedure (Trizol Reagent,
Invitrogen Life Technologies, Gaithersburg, MD, US®uantification, degradation and DNA

contamination of RNA were assessed using an RNAOG6O&ano Assay kit (Agilent
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Technologies, Palo Alto, CA, USA). Reverse trang@n was performed on 1ug of RNA with
Advantage RT-for-PCR kit (Clontech Laboratory, PaMto, CA, USA) following the

manufacturer’'s recommendations.

DNA and cDNA sequencing

The mutational status for BRAF, RET/PTC1, RET/PT&®l RAS genes was determined for
seven PTCs, five T-UM and five macrofollicular FTAthe PCR reactions were performed on
5ul cDNA to look for RET/PTC rearrangements, or BNA for BRAF and RAS mutations
using the HotGoldstar DNA polymerase according e tmanufacturer's recommendations
(Eurogentec, Seraing, Belgium). The primers usednplify Ret/PTC1 were 'SAGA-TAG-
AGC-TGG-AGA-CCT-AC-3 and 3TGC-AGG-CCC-CAT-ACA-ATT-TG-3, and those used
to amplify Ret/PTC3 were "AGA-TAG-AGC-TGG-AGA-CCT-AC-3 and 3-CAT-GCC-
AGA-GCA-GAA-GTC-A-3. The primers flanking exon 15 of the BRAF gene evé-TCC-
TTT-ACT-TAC-ACC-TCA-G-3 and CAT-CTC-AGG-GCC-AAA-AAT-3 Exon 2 of the N-
Ras gene was amplified using primer sequences idedcelsewhere (Di Cristofaret al,
2006).

Amplified fragments were purified and directly sequed on a CEQ 8000 apparatus, using a
CEQ DTCS Quick-start kit (Beckman Coulter, FullextoCA, USA) following the

manufacturer’s instructions.

Histological samples, Immunohistochemitry

All the histological diagnosis corresponding to #tadied cases included in the study were
reviewed (BF, ST).

T-UM tissues samples

The T-UM cases included in the study measured figg&cm to 5 cm in largest diameter.
According to the size of the tumour, 5 to 12 sampiemprising the tumour /normal tissue
interface were analysed (Kononehal, 1998). In order to precisely determine whethrenot

the tumours classified T-UM in the study fit withet literature definitions (DeLellist al,

2004) the following criteria -presence or absen€euestionable PTC nuclear features, -
questionable capsular and/or vascular invasionrrigsame cellular and cyto architectural
features were analysed, and quoted 0 if abseritsdspicious, 2 if obvious. In addition was

analysed by immuno histochemistry for each of THgM cases the expression of 4 markers
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known as candidate markers for malignancy : HBMEBdlectin-3, Cytokeratin 19, and quoted
0 if absent, 1 if express in less than 50% of tugells, 2 if more than 50% of the cells were
positively stained and TPO quoted 0 if expresse8G#i or more of the tumour cells, 1 is
expressed between 50 and <80% , and 2 when exgdress8% (De Micccet al, 1999). All
the datas are presented in the Supplementary Tabie addition with an individual score

obtained by summing in each case the histologitdlisamunohistochemical quoted variables.

Immunohistochemistry

The T-UM immunohistochemical study was performedadiissue array prepared from the 24
specimens. Representative areas containing theutuamad the control tissue were selected
(BF). Double Triplicate tissue cores with a diameiE0.6mm were taken from each tumour
and corresponding tissue specimen (Beecher Insism&SA), and arrayed on a recipient
paraffin block, using standard procedures (KonodeiNat Med 1998, 4,844-847.).Four pum
consecutive tissue sections were cut from eachyedrgaraffin block and prepared on
pathological slides. Sections were deparaffinisedxylene followed by 0.3% hydrogen
peroxide in methanol at room temperature for 20uteis for blocking endogenous peroxidase.
After rehydratation, antigen retrieval, immunostagn was performed with the following
primary antibodies: anti Galectin-3 (diluted 1/3G6pm Novocastra, UK), anti HBME-1
mesothelial (diluted 1/50, from Dako, Glostrup, Denk), anti CK19 (diluted 1/100, Dako,
Denmark), TPO MoAb47 (diluted 1/10, Biocytex , Feahincubated overnight at +4°C, and a
universal streptavitin-biotin-peroxidase kit (LSABAKO). For samples PTC152, T-UM 1 and
T-UM 3, an anti 60 kD mitochondrial (clone 113-Ijtiaody from Biogenex (Dilution 1/300,
San Ramon, CA) was used to explore the mitochohddaness of these divergent tumours.
The LSAB kit was used according to the manufactsrrgstruction. Peroxydase activity was
revealed with a commercial 3,3'diaminobenzidine-R22kit (DAKO). For negative control
slides, the primary antibody was either omittedreplaced by a suitable concentration of

normal IgG of the same species.

Quantitative RT-PCR analysis

Real-time quantitative PCR was performed on cDNAginating from 16 thyroid tumour
samples, independant from the samples used foroami@y analysis. We quantified the
expression of 9 selected genes on 6 T-UM, 5 FTAmRA C samples, using SYBReen | dye

as fluorescent signal (iQ sybrGreen supermix, Riprilercules, California, USA) and

according to manufacturer's recommendations for @heomo4 apparatus (Biorad). The ten
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genes explored were : CDH3, CLDN1, ECM1, CITED1, R ABCC5, DPP4, ABCC3, and
CAPN3. The amount of cDNA for the genes selected m@malized by the quantification of
the B-ACTIN. Primers list used for quantitative PCR vsggpplied in Supplementary Table 3.
Each sample was assayed in duplicate. Negativeaterwere included in the amplification
reactions. The specificity of amplification fromobaprimers pairs were attested by plotting the

melting curves of products using the Opticon sofewa

The standard PCR products were generated from jaasmontaining the appropriate cDNA
insert as template. The sequence specific stardaked was plotted using serial dilutions of
the target gene standard PCR product, and the pamers were used to amplify the cDNA

Template.
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Tables et figures

Table 1: Similarity of T-UM with the other tissue dasses.

CLASSES SIMILARITY P-VALUE
T-UM- PTC 0.47 3.33E-05
T-UM- FTC 0.1 0.003
T-UM- FTA 0 0.456
T-UM- WT -0.04 0.825
T-UM- AT/GD -0.22 1
T-UM- OT -0.29 1
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Table 2: Mutational status of the samples.

SAMPLE ID BRAF RET/PTC1 RET/PTC3 RAS PTC similarity P-value

PTC_124 - + - - 0.79 3.33E-05
PTC_158 - - + - 0.78 3.33E-05
PTC_177 - - - - 0.76 3.33E-05
PTC_157 - + - - 0.61 3.33E-05
PTC_141 + - - - 0.59 3.33E-05
PTC_173 - + - - 0.53 3.33E-05
PTC_140 - - - - 0.50 3.35E-05
T-UM_16 - - - - 0.45 3.01E-04

T-UM_4 - - - - 0.34 9.97E-03

T-UM_59 - + - - 0.33 1.35E-02

T-UM_15 - + - - 0.27 3.42E-02

T-UM_95 - + - - 0.18 6.85E-02

FTA_64 - - - - 0.25 4.36E-02

FTA_ 147 - - - - 0.08 7.78E-02
FTA_149 - - - - 0.06 7.82E-02
FTA_28 - - - - 0.05 7.89E-02

FTA_39 - - - - -0.13 1

Table 3: Histological characteristics of the 10 T-W cases.

Sample ID | Size * | Questionable PTC Questionable Worrisome cellular
(cm) nuclear features Capsular and/or | and cytoarchitectural

vascular features
invasion

T-UM 1 3.5 + - +

T-UM_3 4.5 + - -

T-UM 4 4.5 + - +

T-UM_15 2.2 + + +

T-UM_16 4.5 + + -

T-UM_59 2.7 + + +

T-UM 91 1.8 + - +

T-UM_95 5 + + -

T-UM_ 184 3 + - - (oncocytic tumour)

T-UM_188 2 + + +

* The tumour sampling comprised 6 to 12 samplesgase according to size. (-) absent, (&)

suspicious, (+) obvious.
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Figure 1: Clusters of correlated and upregulated gaes for T-UM samples.
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From the global hierarchical clustering of the gerpression data, we extracted five clusters
of correlated and upregulated genes in the T-UMpbdasn Gene-expression levels are colour-
coded in the matrix from green (underexpressiometb(overexpression). Samples (columns)
are grouped by class and ordered according to mhedm log-level of expression (bar charts at
the bottom). Only the mean signature is shown tier AT/GD, FTA and OT groups. AT/GD:
autoimmune thyroiditis / Graves’s disease, FTAlid¢alar thyroid adenoma, OT: oncocytic

tumour.
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Figure 2: Regulated genes of T-UM shared with otheclasses.
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Among the differential genes deduced from the &8s#s of thyroid tissue, the T-UM class had
66 upregulated and 92 downregulated genes. The ewafilvegulated genes shared with other
classes is reported for the upregulated genes (gaes) and the downregulated genes (white
bars). Significant overrepresentation (+) and ureggesentation (-) were computed by the
Fisher’'s exact test (P<0.05).

Figure 3: Diagnosis potential of predictive genes.
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The mean log-level expression (grey bars) of théM samples, computed on 16 marker genes,
is compared to the pathologist’s score (triangl&se marker genes were selected to classify
PTC and T-UM samples simultaneously. The Spearmass correlation coefficienp

between the 2 series of values is equal to 0.71.
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Figure 4: Hierarchical clustering of an independentset of T-UM samples.
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The gene-expression levels of 14 independent T-Wivhpdes and 9 marker genes were
measured by RT-PCR. The normalised and medianexkngene-expression levels were
hierarchically clustered. Gene-expression levets @lour-coded in the matrix from green
(underexpression) to red (overexpression). Theraépa of the tree sample in 2 clusters is

supported by a robustness coefficient of 0.802.

Figure 5: validation of the diagnosis potential.
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selected from the list of 16 marker genes. The @p&as rank correlation coefficierg

between the 2 series of values is equal to 0.57.

97



Classification des Iésions thyroidiennes

Figure 6: Immunoperoxidase staining of thyroid tissie sections.

Nuclear features and immunohistochemistry of the &typical adenomas (Samples 1 and 3)
and the follicular variant of PTC (Sample 152) imieh the cancer signatures were not
correlated with follicular or papillary carcinom@riginal magnification X 40. Hematoxylin-
eosin (a, Sample 1; b, Sample 3, ¢, Sample 152Mumoperoxidase staining for the respiratory
chain complex IV subunit (d, Sample 1; e, Sample Sample 152), HBME-1 (g, Sample 1; h,
Sample 3) and TPO (i, Sample 1; j, Sample 3).
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Supplementary table 1: Specific up- and down-regutad genes in T-UM, FTA and PTC.
P-values show the specific expression of each gene-UM, FTA and PTC classes. The

‘regulation’ column indicates the up- (+) or dowagulation (-) of the gene in a class.

Up-regulated genes and specific

FTA up-regulated FTA T-UM PTC
and specific genes
[ Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation

PRUNE 9.31E-07 + 8.09E-01 2.17E-02 -
GATA3 7.31E-07 + 4.06E-01 1.64E-01
IMAGE:729542 1.77E-02 + 2.60E-01 1.50E-01

DCI 1.35E-04 + 5.12E-01 2.46E-01

EPHB6 3.74E-04 + 3.35E-01 1.73E-01

FCGBP 1.58E-05 + 3.63E-01 4.33E-02 -
MBNL1 3.15E-03 + 5.72E-01 9.86E-01

PPARD 1.16E-02 + 3.46E-01 4.34E-01

NT5C2 3.69E-03 + 2.17E-01 2.23E-01
SEMA4B 3.49E-03 + 8.94E-01 9.99E-02

UBE1L 7.00E-03 + 5.60E-01 6.02E-01

ASGR1 2.02E-05 + 2.95E-01 1.19E-03 -
IMAGE:365913 4.53E-03 + 6.86E-01 1.65E-03 -
IMAGE:666007 6.94E-04 + 7.73E-01 4.67E-03 -
CDH16 7.26E-03 + 1.31E-01 1.80E-03 -
RAD51L1 2.65E-05 + 1.79E-01 1.57E-02 -
IMAGE:668684 2.33E-03 + 8.93E-01 8.19E-01

GALT 2.66E-03 + 6.27E-01 5.96E-01
IMAGE:744055 1.46E-04 + 9.35E-01 7.13E-03 -
KIAAQ789 8.88E-03 + 2.69E-01 7.29E-02

KRT34 1.60E-05 + 7.74E-01 4.99E-02 -
RANBP10 1.21E-03 + 6.12E-01 2.81E-02 -
LOC253842 4.42E-03 + 6.10E-01 2.58E-01

DDX56 1.38E-03 + 8.38E-01 2.70E-01
IMAGE:741954 7.74E-04 + 2.01E-01 6.55E-01

GM632 1.27E-04 + 4.33E-01 7.65E-02

DAP 6.29E-03 + 3.76E-01 6.59E-01

ZNF76 2.82E-04 + 4.10E-01 1.32E-01
C9orf119 1.84E-02 + 2.91E-01 3.24E-01

CCNE1 4.90E-04 + 8.88E-01 5.43E-02

CDH1 1.92E-04 + 7.65E-01 3.83E-01

HDAC9 6.76E-03 + 8.92E-01 7.79E-01

SETD5 3.17E-02 + 5.46E-01 1.83E-01

FBXW8 1.74E-02 + 8.39E-01 4.35E-02 -
IMAGE:725836 1.76E-02 + 4.99E-01 6.00E-01
FGFRL1 1.07E-02 + 1.11E-01 8.79E-01

PAX8 1.61E-03 + 2.62E-01 9.73E-01
IMAGE:687852 3.39E-02 + 5.15E-01 9.22E-01
NDUFA7 1.82E-02 + 9.99E-01 8.32E-01

IL11RA 4.47E-03 + 7.53E-01 2.34E-01
LOC400451 7.75E-03 + 7.79E-02 6.45E-01

GLG1 3.43E-04 + 4.90E-01 2.15E-01

CRLF3 2.02E-02 + 5.07E-01 2.09E-01

GCLC 3.96E-02 + 2.23E-01 8.23E-01

NEXN 3.57E-02 + 4.97E-01 8.13E-01
IMAGE:744385 2.18E-02 + 2.65E-01 2.29E-02 -
IMAGE:738945 3.14E-03 + 6.49E-01 2.04E-02 -
LOC146909 1.11E-02 + 1.10E-01 9.86E-02

BAT3 1.65E-03 + 5.93E-01 6.37E-01

CTBP2 3.87E-02 + 1.07E-01 7.00E-01
CABIN1 8.04E-05 + 5.38E-01 4.35E-02 -
MAPK15 1.41E-02 + 6.38E-01 3.37E-01

MT1A 2.61E-05 + 3.87E-01 3.08E-02 -
EIFAG1 7.73E-04 + 4.79E-01 4.98E-01
TSPANS 5.02E-04 + 3.82E-01 2.95E-03 -
TOMM40 1.12E-02 + 1.15E-01 9.38E-01
ARHGAP21 7.20E-03 + 1.91E-01 1.54E-01
IMAGE:744657 3.90E-03 + 9.29E-01 4.72E-02 -
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SGCG 2.38E-02 + 4.02E-01 1.12E-02 -
IMAGE:176543 6.48E-03 + 7.05E-01 5.02E-01

E2F5 1.88E-03 + 8.55E-02 4.22E-02 -
AMPD2 9.90E-03 + 4.95E-01 2.30E-01
IMAGE:472111 4.77E-03 + 2.18E-02 - 5.91E-02
SH3RF2 4.61E-02 + 5.14E-01 2.92E-02 -
ID1 7.38E-04 + 1.43E-01 4.37E-01

RBM25 4.85E-03 + 2.76E-01 6.21E-02

FTA-aty FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
TMEM125 1.22E-01 1.30E-02 + 3.62E-01
IMAGE:146976 1.74E-01 4.57E-03 + 5.77E-01
IMAGE:669136 6.85E-01 2.68E-03 + 1.21E-01

NR2F2 2.61E-01 2.38E-02 + 5.50E-01
ZMYM5 5.83E-02 1.22E-02 + 4.37E-01

GRB10 2.31E-01 2.59E-02 + 5.89E-01

TSHR 1.03E-01 4.96E-02 + 1.99E-01

VEGFC 2.48E-01 5.72E-03 + 6.34E-02
IMAGE:724276 2.91E-01 3.04E-02 + 4.95E-01
IMAGE:666671 8.49E-01 1.47E-03 + 6.97E-01
IMAGE:364510 1.27E-01 1.86E-02 + 6.35E-02

CCL1 5.97E-01 2.98E-02 + 2.13E-01

AQP4 1.53E-01 1.99E-02 + 8.56E-01

PTC FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
FUS 6.31E-02 6.64E-02 1.32E-02 +
IMAGE:738332 4.24E-01 8.47E-02 4.52E-03 +
ADRB3 5.62E-01 9.19E-02 1.01E-04 +
DPP4 2.76E-02 - 5.72E-01 1.48E-04 +
ARMCX3 9.65E-01 1.04E-01 2.84E-02 +
CLDN1 1.34E-02 - 1.41E-01 6.21E-05 +
LOC389906 5.55E-01 8.21E-01 1.99E-02 +
ABCC3 3.20E-01 5.55E-02 5.02E-04 +
BTBD14B 1.77E-01 5.41E-02 3.35E-02 +
ZNF217 3.28E-03 - 1.50E-01 1.37E-04 +
NOTCH1 1.60E-02 - 3.95E-01 5.59E-03 +
CDH3 1.21E-01 1.71E-01 1.98E-04 +
ETV4 4.98E-01 9.61E-01 8.93E-04 +
CTTN 6.75E-01 2.87E-01 1.46E-04 +
SLC22A18 6.59E-01 1.19E-01 3.76E-02 +
CCNE1 1.74E-01 3.49E-01 1.49E-04 +
RBBP4 2.88E-03 - 1.84E-01 5.01E-03 +
ECM1 2.15E-03 - 8.74E-02 5.03E-03 +
FLJ31438 2.53E-01 8.16E-01 1.09E-04 +
PET112L 4.08E-01 1.83E-01 7.96E-04 +
IMAGE:366159 9.43E-02 4.90E-01 1.03E-02 +
KRT18 3.10E-01 7.33E-02 2.82E-03 +
SHE 2.12E-01 9.12E-01 2.47E-03 +
SCEL 4.69E-02 - 9.57E-02 2.64E-03 +
IL19 2.21E-01 1.45E-01 8.99E-03 +
PITPNA 2.61E-03 - 8.56E-01 3.86E-03 +
IMAGE:24541 2.00E-01 2.57E-01 9.83E-04 +
COX15 8.87E-01 8.81E-01 1.63E-02 +
FMO5 9.37E-01 4.77E-01 3.37E-05 +
IMAGE:731298 4.59E-01 1.57E-01 1.56E-02 +
S100A6 5.49E-03 - 3.98E-01 3.24E-03 +
TMEM45B 3.74E-01 3.67E-01 5.36E-03 +
IMAGE:327182 9.40E-04 - 4.61E-01 6.83E-03 +
WHSC2 5.97E-01 3.58E-01 1.57E-02 +
SPP1 9.34E-01 1.98E-01 8.12E-03 +
VCL 5.44E-01 2.14E-01 9.91E-05 +
VTI1A 4.24E-01 5.65E-01 2.68E-02 +
HSPB7 2.32E-01 5.89E-01 1.74E-03 +
TEX13A 1.59E-01 3.95E-01 1.48E-02 +
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FTA-aty/FTA FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
PBXIP1 1.36E-02 + 2.11E-02 + 1.28E-01
ARMCX4 4.13E-02 + 2.61E-02 + 4.43E-01
LOC348761 8.65E-03 + 3.07E-02 + 6.91E-03 -
MESDC2 2.35E-03 + 2.66E-02 + 6.67E-01

ARIH2 5.58E-04 + 3.18E-02 + 2.88E-01

PTK2 3.26E-02 + 2.16E-02 + 3.65E-01

IMAGE: 744505 1.35E-02 + 3.74E-02 + 9.36E-01
BCL2L11 1.10E-02 + 1.00E-02 + 1.55E-01

OAZ2 6.82E-03 + 6.07E-03 + 4.53E-01

FBXL16 3.89E-02 + 4.89E-02 + 7.80E-02

IMAGE: 731685 1.26E-02 + 3.08E-03 + 2.04E-01
FTA-aty/PTC FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
IGF2BP2 7.43E-01 4.57E-02 + 1.03E-04 +
NPAL3 1.92E-01 8.23E-04 + 6.86E-05 +
PDCD4 2.78E-01 2.89E-02 + 2.29E-03 +
TESC 7.97E-01 1.19E-02 + 7.06E-05 +
CAPN3 3.22E-01 4.39E-02 + 5.59E-04 +
IMAGE:687667 4.61E-04 - 1.36E-03 + 9.70E-04 +
PSAT1 9.16E-02 6.48E-03 + 1.23E-02 +
CITED1 7.52E-03 - 2.79E-02 + 9.57E-05 +
CD63 8.96E-01 4.44E-02 + 1.21E-03 +
CD4 8.58E-02 1.21E-02 + 1.89E-02 +
SNRPG 4.99E-01 7.77E-03 + 2.45E-02 +
KCNK5 9.34E-01 1.40E-02 + 4.49E-03 +
CAll 4.55E-01 1.13E-02 + 9.41E-03 +
CTNNA1 9.09E-01 4.89E-03 + 4.03E-03 +
SNCB 8.16E-02 1.77E-03 + 2.14E-02 +
FTA/PTC FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
PDLIM1 4.26E-03 + 1.69E-01 5.61E-04 +
RPS6KA2 1.83E-02 + 6.19E-01 9.88E-04 +
LOC147650 3.81E-02 + 8.29E-02 1.07E-02 +
PLXNB2 4.95E-04 + 4.36E-01 3.09E-02 +
LGALS3BP 5.52E-03 + 2.66E-01 4.56E-04 +
PRKG1 1.53E-02 + 1.65E-01 4.10E-02 +
Down-regulated genes and specific

FTA FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
C1QBP 1.71E-03 - 4.71E-01 1.36E-01

IFI30 1.65E-02 - 7.15E-02 3.75E-01

MLLT1 8.13E-03 - 6.91E-01 2.66E-02 +
VDAC1 9.84E-05 - 7.46E-01 4.17E-01
IMAGE:666061 2.10E-02 - 8.06E-01 5.65E-01
KIAA0427 2.09E-05 - 3.36E-01 8.72E-01

MDH1 3.18E-02 - 7.40E-01 8.78E-02

ZNF217 3.28E-03 - 1.50E-01 1.37E-04 +
CLGN 3.66E-04 - 8.55E-01 4.93E-01

SENP6 1.27E-03 - 9.70E-01 2.07E-04 +
ZMYM6 4.53E-03 - 6.69E-01 1.38E-01

RGS19 3.87E-02 - 1.35E-01 2.22E-01
FAM117A 1.16E-02 - 7.11E-01 2.42E-01

GPI 7.32E-03 - 8.29E-02 1.10E-01
IMAGE:2113771 4.41E-03 - 3.56E-01 4.56E-04 +
S100A12 7.36E-03 - 7.56E-01 5.83E-01

MAP2 2.01E-02 - 9.11E-02 6.29E-02

ELK4 4.09E-04 - 7.63E-02 8.32E-01

COX7B 1.67E-03 - 4.74E-01 9.43E-01

IMAGE: 731357 4.29E-02 - 7.78E-01 5.85E-01

KLRK1 6.03E-03 - 2.58E-01 2.05E-01

KPNA2 1.35E-02 - 3.11E-02 + 5.53E-03 +
C10orf6 8.26E-03 - 6.94E-01 5.89E-01
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KLF4 1.69E-03 - 2.84E-01 1.94E-02 +
TTC7B 4.79E-03 - 7.97E-02 4.23E-01

GLRX2 1.97E-02 - 9.38E-01 1.70E-01
MAN1A1 8.56E-04 - 9.44E-01 5.07E-01

IMAGE: 742919 2.26E-02 - 6.08E-01 1.18E-01

WAS 6.81E-05 - 8.18E-01 9.39E-02

CD47 3.50E-03 - 3.14E-01 3.78E-03 +
TMEM14B 2.01E-02 - 2.38E-01 6.16E-02

CASP4 4.12E-02 - 8.95E-02 5.71E-01

MYC 9.38E-04 - 5.90E-01 5.55E-01

SPDEF 9.11E-04 - 3.66E-01 1.83E-01
RPS6KA5 1.37E-03 - 4.28E-01 1.15E-01

EPRS 1.63E-02 - 4.78E-01 8.04E-01

FABP5 3.86E-02 - 9.54E-02 8.06E-01
FAM107A 3.34E-02 - 9.70E-02 1.26E-03 +
S100A6 5.49E-03 - 3.98E-01 3.24E-03 +
CLDN7 4.43E-02 - 3.47E-02 + 1.04E-01
IMAGE:327182 9.40E-04 - 4.61E-01 6.83E-03 +
BNIP3 1.76E-03 - 5.13E-01 5.75E-01

PITPNA 2.61E-03 - 8.56E-01 3.86E-03 +
IMAGE:382423 1.18E-02 - 4.65E-02 + 8.68E-02

FTA-aty FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
IFITM3 3.06E-01 4.01E-02 - 5.66E-01

SLPI 6.43E-02 1.35E-02 - 1.02E-03 +
ITGA4 8.97E-02 6.64E-03 - 9.43E-01

IMAGE: 743615 4.57E-02 + 4.29E-03 - 4.53E-01
IMAGE:472111 4.77E-03 + 2.18E-02 - 5.91E-02

TRAF5 1.74E-01 5.60E-03 - 5.87E-01

PTC FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
MATN2 2.92E-01 1.40E-01 1.81E-04 -
CCL28 2.11E-01 4.25E-01 5.75E-05 -
IRAK1 1.01E-01 5.74E-01 5.23E-05 -
CDH16 7.26E-03 + 1.31E-01 1.80E-03 -
FLJ11184 6.79E-01 1.46E-01 5.07E-04 -
FLT4 1.93E-04 + 8.31E-02 1.10E-03 -
IMAGE:667527 7.90E-02 1.25E-01 1.18E-03 -
BAK1 2.31E-01 2.03E-01 1.24E-04 -
BMP5 6.03E-01 6.68E-02 3.47E-04 -
IMAGE: 727289 9.89E-02 2.13E-01 7.57E-03 -
GPD1 2.00E-01 2.26E-01 1.13E-02 -
JUP 1.20E-01 1.60E-01 2.88E-02 -
PTPN4 6.68E-01 8.01E-01 3.63E-03 -
PSCD3 5.28E-01 7.46E-01 1.01E-02 -
MAPKS3 1.64E-01 1.06E-01 6.76E-04 -
IMAGE:485104 5.66E-02 7.75E-02 3.89E-02 -
CBL 2.83E-01 6.75E-02 9.81E-03 -
IMAGE: 743422 6.29E-01 9.62E-01 6.44E-04 -
FLJ23577 4.51E-01 4.69E-01 2.05E-02 -
CD34 9.01E-02 3.40E-01 2.87E-02 -
LOC388284 7.04E-01 5.78E-02 3.17E-03 -
IMAGE:383718 8.18E-01 2.18E-01 1.36E-03 -
MT1A 2.61E-05 + 3.87E-01 3.08E-02 -
RUNX3 2.83E-01 5.01E-02 1.18E-02 -
IMAGE:363955 3.66E-01 6.75E-01 3.01E-02 -
MATN1 9.25E-01 1.11E-01 2.21E-03 -
ME3 4.40E-01 2.63E-01 4.12E-03 -
DIO1 1.78E-01 7.02E-01 6.76E-03 -
STYXL1 2.64E-01 9.11E-02 3.71E-03 -
MFAP3L 3.24E-01 2.57E-01 1.17E-02 -
TSPANS 5.02E-04 + 3.82E-01 2.95E-03 -
KLHL9 5.52E-01 5.13E-02 8.00E-03 -
F5 8.66E-01 2.39E-01 6.73E-03 -
TRIP12 8.75E-01 9.18E-02 4.40E-02 -
RNF32 7.53E-01 8.49E-02 1.31E-02 -
IMAGE: 744657 3.90E-03 + 9.29E-01 4.72E-02 -
CD33 1.47E-01 2.75E-01 1.10E-02 -
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E2F5 1.88E-03 + 8.55E-02 4.22E-02 -
KCNQ2 1.91E-01 7.52E-02 1.93E-02 -
LOC440934 3.34E-01 4.18E-01 1.87E-03 -
LHB 8.09E-01 1.77E-01 7.26E-04 -
HOXD11 4.62E-01 6.74E-01 2.07E-02 -
MLPH 9.60E-01 3.21E-01 2.66E-03 -
FTA-aty/FTA FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
S100A10 3.57E-03 - 1.36E-02 - 2.71E-02 +
ATR 2.80E-03 - 4.50E-02 - 7.01E-01

HCLS1 1.19E-02 - 1.58E-02 - 6.30E-03 +
FTA-aty/PTC FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
KLF1 3.11E-02 + 3.96E-03 - 2.18E-05 -
C200rf19 1.70E-01 4.72E-02 - 3.49E-03 -
PPIL4 7.07E-01 2.50E-02 - 1.98E-02 -
IL24 8.16E-02 4.68E-02 - 4.03E-04 -
TWIST1 3.61E-01 1.20E-02 - 5.35E-03 -
KLK2 2.52E-01 1.60E-02 - 9.55E-03 -
ODAM 8.94E-01 3.87E-02 - 3.19E-02 -
FRZB 1.82E-01 5.44E-03 - 4.43E-02 -
ROGDI 3.87E-01 4.65E-02 - 1.13E-02 -
VAV2 4.98E-01 1.65E-03 - 1.90E-03 -
FTA/PTC FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
KLRD1 1.85E-02 - 5.02E-01 3.52E-03 -
PICK1 4.08E-02 - 8.15E-01 1.97E-02 -
IMAGE: 742837 3.37E-03 - 5.67E-01 1.61E-05 -
ABCA8 4.34E-03 - 3.57E-01 1.33E-02 -
GFPT2 3.56E-03 - 6.63E-01 1.53E-02 -
DCAMKL1 3.85E-02 - 2.96E-01 1.08E-02 -
SYP 2.73E-02 - 2.28E-01 4.47E-03 -
SPI1 4.32E-02 - 3.29E-01 3.77E-03 -
IMAGE: 745512 4.78E-02 - 1.24E-01 7.44E-03 -
CCL11 2.55E-02 - 4.22E-01 1.96E-02 -
ALL 3 FTA T-UM PTC

Symbol P-value regulation P-value regulation P-value regulation
CD274 2.67E-02 - 5.75E-04 - 3.16E-03 -
IGSF10 1.54E-02 - 2.94E-02 - 1.48E-02 -
IL2RA 4.10E-03 - 8.52E-03 - 2.53E-02 -
PTGES 1.17E-02 - 1.40E-03 - 6.43E-03 -
PLCG2 3.33E-02 - 3.03E-03 - 2.40E-03 -
CD38 4.13E-02 - 1.54E-02 - 1.98E-03 -
PCSK6 1.99E-02 - 1.15E-02 - 7.63E-03 -
BAP1 3.39E-02 - 1.93E-02 - 2.28E-02 -
LILRB3 2.69E-02 - 4.93E-03 - 3.71E-03 -
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Supplementary table 2: histological features and nt&ers on immunohistochemestry for
the T-UM samples.The histological criteria (presence or absencguefktionable PTC nuclear
features, questionable capsular and/or vascularasiom, worrisome cellular and
cytoarchitectural architectural features) are gdi@éf absent, 1 if suspicious, 2 if obvious. The
expression of the HBME-1, Galectin-3 and Cytokerd® markers by immuno histochemistry
are quoted 0 if absent, 1 if expressed in less B84 of tumour cells, 2 if expressed in more
than 50% of the cells. The TPO marker is quotefleXpressed in 80% or more of the tumour
cells, 1 if expressed between 50 and <80%, andehwelpressed < 50%. (*) Samples included

in the microarray study. (**) Samples included hretquantitative RT-PCR study. (NA) Not

available.
Symbol % Cross ClonelD UniGene Locus Name
Validation Cluster Link
support ID

IMAGE:4811759 100 687667 Hs.537002 CDNA clone IMAGE:4811759

TESC 99 745490 Hs.525709 54997 Tescalcin

CITED1 99 265558 Hs.40403 4435 Chp/p300-interacting transactivator,
with Glu/Asp-rich carboxy-terminal
domain, 1

ECM1 90 301122 Hs.81071 1893 Extracellular matrix protein 1

MRC2 95 235882 Hs.7835 9902 Mannose receptor, C type 2

CDH3 91 359051 Hs.554598 1001 Cadherin 3, type 1, P-cadherin
(placental)

CLDN1 88 594279 Hs.439060 9076 Claudinl

ABCC3 76 208097 Hs.463421 8714 ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 3

NPAL3 87 738970 Hs.523442 57185 NIPA-like domain containing 3

DPP4 74 343987 Hs.368912 1803 Dipeptidyl-peptidase 4 (CD26,
adenosine deaminase complexing
protein 2)

CACNB2 74 173841 Hs.59093 783 Calcium channel, voltage-
dependent, beta 2 subunit

CAPN3 47 757248 Hs.143261 825 Calpain 3, (p94)

ABCC5 43 212366 Hs.368563 10057 ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 5

CCND1 42 324079 Hs.523852 595 Cyclin D1

CD5 31 356841 Hs.58685 921 CD5 molecule

SNCB 27 50202 Hs.90297 6620 Synuclein, beta
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Questionable | Questionable Worrisome HBME-1 | Gal-3 | CK-19 | TPO | Sum
PTC nuclear | Capsular and cellular and
features or vascular cytoarchitectur

invasion al features
1* 1 0 2 0 0 0 0 3
3* 2 0 0 0 0 0 0 2
4* 1 0 2 2 2 NA NA 7
15* 1 2 2 0 2 0 1 8
16* 2 2 0 2 2 2 2 12
59* 1 2 2 1 0 0 1 7
91* 2 0 2 1 2 0 2 9
95* 1 2 0 1 2 0 1 7
184* 2 0 0 (oncocytic 0 2 0 2 6

tumour)

188* 2 2 2 2 1 1 1 11
1C 2 2 2 2 1 2 2 13
2C 0 0 2 0 0 0 0 2
3C 0 0 2 0 0 0 0 2
4C 1 0 2 0 2 0 2 7
5C 2 0 2 0 2 0 0 6
6C 2 0 2 1 1 0 0 6
7C 1 2 2 2 0 2 0 9
8C 1 0 2 (oncocytic 0 0 0 0 3

component)
9C** 2 0 2 1 1 0 0 6
10C** 1 2 2 2 1 0 0 8
11C** 2 0 2 1 2 1 1 9
12C** 2 0 2 0 2 0 NA 6
13C** 1 0 2 0 0 0 0 3
14C** 1 0 2 0 0 0 0 3
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Supplementary Table 4: Similarity of the FTA, T-UM and PTC samples to the PTC class
The P-values were computed from permutation te&80Q0 permutations). (FTA-a)

macrofollicular adenoma, (FTA-b), microfolliculaienoma, (MNG) multinodular goitre.

SAMPLES SIMILARITY  P-VALUE SAMPLES  SIMILARITY P-VALUE
FTA-a_147 0.08 7.78E-02 FTA-b_44 -0.18 1.00E+00
FTA-a_149 0.06 7.82E-02 FTA-b_52 -0.37 1.00E+00
FTA-a_167 0.07 7.78E-02 FTA-b_61 -0.13 1.00E+00
FTA-a_168 0.28 2.76E-02 FTA-b_67 -0.13 1.00E+00
FTA-a_179 -0.08 1.00E+00 FTA-b_68 -0.09 1.00E+00
FTA-a_19 -0.12 1.00E+00 FTA-b_73 -0.19 1.00E+00
FTA-a_20 0.14 7.47E-02 FTC_130 0.01 8.58E-02
FTA-a_21 -0.08 1.00E+00 FTC_135 -0.07 1.00E+00
FTA-a_26 -0.22 1.00E+00 FTC_6 0.20 6.28E-02
FTA-a_27 0.18 6.84E-02 MNG_131 0.18 6.94E-02
FTA-a_28 0.05 7.89E-02 MNG_137 0.09 7.74E-02
FTA-a_29 -0.22 1.00E+00 MNG_138 0.14 7.50E-02
FTA-a_30 -0.07 1.00E+00 MNG_143 -0.14 1.00E+00
FTA-a_34 0.24 4.92E-02 MNG_145 -0.19 1.00E+00
FTA-a_36 0.11 7.64E-02 MNG_163 0.05 7.90E-02
FTA-a_39 -0.13 1.00E+00 MNG_178 -0.07 1.00E+00
FTA-a_41 -0.29 1.00E+00 MNG_181 0.05 7.86E-02
FTA-a_42 -0.15 1.00E+00 MNG_22 -0.01 1.96E-01
FTA-a_43 -0.02 4.20E-01 MNG_23 0.09 7.72E-02
FTA-a_47 0.08 7.76E-02 MNG_24 -0.18 1.00E+00
FTA-a_48 0.11 7.67E-02 MNG_31 -0.04 9.84E-01
FTA-a_49 -0.09 1.00E+00 MNG_32 0.07 7.81E-02
FTA-a_50 0.07 7.80E-02 MNG_33 -0.30 1.00E+00
FTA-a_54 -0.13 1.00E+00 MNG_37 -0.07 1.00E+00
FTA-a_55 -0.17 1.00E+00 MNG_40 0.14 7.47E-02
FTA-a_64 0.25 4.36E-02 MNG_46 0.04 7.90E-02
T-UM_1 -0.27 1.00E+00 MNG_53 -0.13 1.00E+00
T-UM_15 0.27 3.41E-02 MNG_62 0.17 6.98E-02
T-UM_16 0.45 3.00E-04 MNG_63 -0.12 1.00E+00
T-UM_184 0.13 7.55E-02 MNG_65 -0.23 1.00E+00
T-UM_188 0.37 5.26E-03 MNG_66 -0.08 1.00E+00
T-UM_3 -0.10 1.00E+00 MNG_69 0.18 6.79E-02
T-UM_4 0.34 9.95E-03 MNG_72 -0.09 1.00E+00
T-UM_59 0.33 1.35E-02 PTC_104 0.66 3.33E-05
T-UM_91 0.27 3.38E-02 PTC_113 0.81 3.33E-05
T-UM_95 0.18 6.86E-02 PTC_124 0.79 3.33E-05
FTA-b_128 -0.26 1.00E+00 PTC_140 0.50 3.33E-05
FTA-b_154 -0.15 1.00E+00 PTC_141 0.59 3.33E-05
FTA-b_170 -0.15 1.00E+00 PTC_146 0.22 5.52E-02
FTA-b_172 -0.04 9.61E-01 PTC_152 -0.08 1.00E+00
FTA-b_176 0.02 8.16E-02 PTC_157 0.61 3.33E-05
FTA-b_180 -0.12 1.00E+00 PTC_158 0.78 3.33E-05
FTA-b_182 -0.24 1.00E+00 PTC_173 0.53 3.33E-05
FTA-b_191 -0.13 1.00E+00 PTC_177 0.76 3.33E-05
FTA-b_25 -0.22 1.00E+00 PTC_97 0.77 3.33E-05
FTA-b_35 0.06 7.83E-02 PTC_98 0.48 9.98E-05
FTA-b_38 -0.30 1.00E+00
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Supplementary table 5: Specific primers used for Ra-Time quantitative PCR

Gene Primer sense (5’ - 3’) Primer antisense (5’ — 3’) A nnealing (T)
CDH3 GTG-GAC-CTC-TCG-GGT-CTC-T GAC-TGT-CTC-GCC-ATT-CCG-C 60
CLDN1 GCC-CCA-GTG-GAG-GAT-TTA-CT CAC-CCC-CAA-TGA-CAG-CCA-T 58
ECM1 GCC-TCT-GAG-GGA-GGC-TTC-A GAG-CTG-GCG-TTC-CTT-CCT-T 58
CITED1 GCG-AAG-GAG-GAT-GCC-AAC-C CAG-CTG-CAT-ACT-AGC-CAG-CA 58
MRC2 CTT-CCT-CAT-CTT-CAG-CCA-TG CAA-TGC-CAG-CGA-AGA-TTC-AG 55
ABCC5 GGG-TAT-AGA-AGT-GTG-AGG-GA CAA-GCC-ATG-ATG-GTA-CTT-TC 55
DPP4 TTG-TCA-CCA-TCA-TCA-CCG-TG CTA-AGA-GAA-TAA-ACT-GCC-CAT 55
ABCC3 GGC-TCC-AAG-TTC-TGG-GAC-T CCC-AGG-ACC-ATC-TTG-AGC-TT 55
CAPN3 GAT-GGA-GCC-AAC-AGA-ACT-GA GCA-TAA-GCC-TTC-TCC-AGC-AG 55
ACTIN CAC-CCT-GTG-CTG-CTC-ACC-GA CCA-GGG-AGG-AAG-AGG-ATG-C 58
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3.3.3 Discussion

Les profils associés aux tumeurs de malignité agee (T-UM) montrent globalement une
forte corrélation avec les carcinomes folliculaieggapillaires. Huit tumeurs sur dix (80%) se
sont révélées des variants folliculaires de carogm papillaires. Cette derniere sous-classe est
homogene avec les papillaires classiques. Les datres cas (20%) sont validés comme des

tumeurs bénignes par les marqueurs immuno-histaghés.

Les résultats obtenus sont validés de maniére emtigmte par leur cohérence avec la
littérature. Des génes bien connus pour étre spées de la classe papillaire sont aussi mis en
évidence dans notre analyse: CITED1, CTNNA1, DPR#@DH3 (Huanget al, 2001; Jarzab

et al, 2005). La démarche statistique est aussi vapdédétude des mutations spécifiques aux
tumeurs papillaires, RET/PTC, que l'on retrouve sldes T-UM. Ces mutations ne sont
d’ailleurs ni systématiguement associées aux tusnpapillaires et T-UM, ni associées aux

seuls meilleurs représentants de ces classes.

La corrélation des profils d’expression au scorendpathologiste expérimenté démontre la
possibilité de mettre en place un outil pour legd@stic des T-UM malins. Nous avons

caractérisé les relations fonctionnelles entreTceiM et les 2 principaux types de cancers de
la thyroide. Les données d’expression a grandelléainsus permettent d’établir un diagnostic

lorsque l'inspection morphologique est difficile stjette a la subjectivité des criteres de
décision. Pour continuer dans cette voie, il faiidravisager des études incluant un nombre
encore plus grand d’échantillons testés, évaluercklts diagnostiques et les bénéfices en
termes de fiabilité diagnostique par rapport auxil®uexistants. Les T-UM semblent

représenter un état précoce de la transformatismdeules en cancers papillaires. Comprendre
la régulation des génes différentiels spécifiquessitumeurs permettrait de définir des cibles

thérapeutiques adaptées.
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3.4 Article 3

3.4.1 Introduction

Titre : Up-regulation of DAP3 in the thyroid oxyphilieks adenomas and carcinomas

Nous avons travaillé dans les deux premiéres étadeda classification des tumeurs de la
thyroide par une approche pan génomique. Certaimagses, comme la classification, peuvent

sélectionner des genes efficaces sans que leimgrere biologique ne soit élevée.

Nous avons étudié les données d'expression d’'ue géntérét, DAP3, et de sa protéine. Ce
gene déja étudié dans le laboratoire a d’aborih@giiqué dans I'apoptose (Kisgit al.,1995).
Cette protéine exercerait une fonction pro-apogtetidans la matrice mitochondriale. Elle y
resterait toujours localisée, mais ce point resseuté (Miyazakiet al., 2002, Berger and
Kretzler 2002). DAP3 joue aussi un réle dans lason mitochondriale (Mukamet al) qui
serait en relation avec I'apoptose (Perfettinal.,2005). La mise en évidence de DAP3 comme
protéine constitutive de la petite sous-unité dtoritosome en fait un candidat de choix pour
une fonction indispensable au processus de tramtustitochondriale (Cavdar Kaat al.,2001,
Suzukiet al.,2001).

Nous avons mesuré I'expression du messager de pap&T-PCR pour 12 adénomes et 5
carcinomes oncocytaires en paire avec leur tisgu aaisinant. Nous avons regroupé des
données immuno-histochimique de biopuces a tissu87dtumeurs thyroidiennes associées a
leur tissu sain avoisinant. Cet ensemble contéiadtarcinomes (33 papillaires, 9 oncocytaires,
5 folliculaires, 3 peu différenciés, 1 anaplasiquet) 46 adénomes (33 oncocytaires, 8
folliculaires, 5 T-UMs).

Nous avons réalisé une méta-analyse bioinformatide données d’expression publiques
associée a l'analyse de séquences génomiques goluirel les meilleurs candidats a la
régulation de dap3. Nous avons d’abord établidee Ides genes co-régulés avec dap3 a partir
de 100 jeux de données publiques. La recherchsitbsspotentiels de fixation de facteurs de
transcription s'est faite par l'intermédiaire d’uraproche probabiliste avec une grande
attention sur les modeles de références utiliséasNvons associé nos résultats a la recherche

de sites de fixations dans les séquences prometlee génes du mitoribosome.
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Abstract

The Death Associated Protein 3 (DAP3), a GTP-bigdionstituent of the small subunit of the
mitochondrial ribosome, is implicated in the fisdeps of apoptosis inducing pathways and is
also involved in the maintenance of the mitochaadrietwork. We have investigated the
mitochondrial role of DAP3 by analyzing its mRNAdaprotein expression in thyroid oxyphilic
cells tumors: the thyroid oncocytomas. Benignamt amralignant thyroid oncocytomas showed
an up-regulation of the DAP3 mRNA and protein espien. We analysed in silico the
promoter sequence of 337 potential DAP3 co-regdlajenes, 71/85 of the mitochondrial
ribosome genes and the DAP3 gene. Twelve trangorgdtfactors were highlighted presenting
putative motifs in these gene promoters. Thesestrgstional regulators can be considered as
potential regulators of the DAP3 gene expressidmes€ factors are mainly implicated in
cellular growth (ELK1, ELK4, RUNX1, HOX11-CTF1, TB5TAL1-TCF3) and mitochondrial
biogenesis (NRF1, GABPA, PPARG-RXRA, ERRalpha). §idering the DAP3 protein is a
component of the mitochondrial ribosome, these daiggest a role for this protein in the
mitochondrial translation. The DAP3 protein can dmnsidered as a new link between the

mitochondrial homeostasy and the tumorigenesisgssc
Introduction

Performing most of the cellular ATP synthesis witktie oxidative phosphorylation and being
implicated in the intrinsic pathway of apoptosidustion, the mitochondrion plays a major role
in life and death of the cell (Regula et al., 2008review). Mitochondrial defects have been
implicated in a wide variety of pathologies as degative diseases, cancer, but also in

physiological process as aging (Schapira et ah6R0

The mitochondrion possesses its own genome, thechunhdrial DNA (mtDNA), which
encodes for 37 genes: 2 rRNA, 22 tRNA and 13 pnsteThe 13 proteins are translated by the
mitochondrial ribosomes in the mitochondrial matind are all essential catalytic components
of four of the five complexes of the OXPHOS systdihe mitochondrial ribosome is a two-
asymmetric subunits ribonucleoproteic complex. Thege subunit of the mitochondrial
ribosome is constituted of a 16S rRNA molecule eisded with 48 proteins, and the small
subunit of a 12S rRNA molecule associated with @8gins. The 77 mitochondrial ribosomal
proteins (MRPs) are encoded by nuclear genes. Aftrscription of the mitochondrial

ribosomal genes and translation of the correspgnpéptides in the cytoplasm, mitochondrial
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addressing signals drive the proteins in the apjatgpmitochondrial compartment where they

can associate with the rRNA molecules (O'Brien.e2802 ; Mears et al., 2006 for review).

The DAP3 protein has been demonstrated to be aticmrg of the small subunit of the
mitochondrial ribosome (Suzuki et al., 2001 ; O#BriT et al., 2005). This protein has no
counterpart in the bacterial or cytoplasmic riboser{Cavdar Koc et al., 2001). DAP3 has been
revealed by its implication in the programmed abdlath in 1995 (Kissil et al., 1995). Its
mitochondrial addressing is driven by a N termseduence (Morgan et al., 2001 ; Mukamel et
al., 2004). Multiple roles have been suggestedtlfits protein. First identified as a pro-
apoptotic factor, this protein is suspected toratewith the death domain of the TNF-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptors and thas-associated death domain protein
(FADD) in the cytosol, linking FADD and TRAIL (Kidset al., 1995 and 1999 ; Miyazaki et
al., 2001). Knocking down this protein by siRNA Haeen shown to reduce the mitochondrial
network fragmentation, suggesting a role for DAR3he fission of the mitochondrial network
(Mukamel, 2004).

The implication of this protein in the first steplsapoptosis induction suggests a modulation of
expression of the DAP3 mRNA and/or protein in piibiwal contexts as the development of
tumors. The expression of DAP3 was first explonedhe glioblastoma multiforme (GBM)
cells and revealed to be over-expressed in thesimaGBM cells. In vitro, the highly motile
glioma cells over-expressing DAP3 were also momistant to apoptosis compared to their
parental cells (Mariani et al., 2001). In the thynag the DAP3 mRNA expression was
correlated with the stage described in the WHO sifigation, the stage IV thymomas
displaying significantly higher expression compatedthe stage | thymomas (Sasaki et al.,
2004). In the adult asthma, specific variants ofF3Apolymorphism) are also suspected to be
associated with airway inflammation and remodellofgoronchial epithelium (Hirota et al.,
2004).

Most of the tumor types display preferentially gogllytic metabolism. However, in our
laboratory, we have investigated the thyroid ontmtya, a mitochondrial rich thyroid tumor
characterised by an oxidative metabolism (Barisalet 2004 ; Savagner et al., 2003). The
reduced expression of the DAP3 protein has recémtiyn described in senescent cells induced
by oxidative stress. Using DAP3-shRNA, Murata etsalowed a resistance to oxidative stress
and a decrease of intracellular reactive oxygegispdROS) production (Murata et al., 2006).
As regards to its mitochondrial localisation, itsplication in the mitochondrial ribosome as

well as its role in modulation of the mitochondntwork and the oxidative stress, it would be
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of interest to study the DAP3 protein expression ainmodel displaying an oxidative
metabolism. The DAP3 protein is a component oftitechondrial ribosome. This suggests its
implication in the structure or the function of¢hucleoribosomic complex, and points DAP3

as a potential actor or regulator of the mitoch@idranslation.

To explore the role of DAP3 in the mitochondrialrislation, we studied its expression by RT-
PCR and IHC techniques in the thyroid oncocytoma. alfalysed multi-type micro-arrays and
genomics data to identify co-regulated genes andnpial regulators of the DAP3 gene. Our

results support a role for DAP3 in mitochondrialnslation.
Results

Expression of DAP3 in oncocytic tumors by RT-PCR

We measured the DAP3 mRNA expression in 12 onoocgtienomas and 5 oncocytic

carcinomas. The mean expression level of DAP3 ooytic adenomas and carcinomas was
significantly different from the paired normal tiss (respectively, P<3.46E-03 and P<3.34E-
02). Figure 1 shows DAP3 expression fold changernmors relatively to the normal tissue. The
distribution of expression levels in oncocytic adieras had a median value of 1.19, a minimum
of 0.84 and a maximum of 3.23. Only two levels weetow 1 (0.84 and 0.91). The distribution

in oncocytic carcinomas had a median value of 2a&2inimum of 1.06 and a maximum of

2.57.

Immunohistochemical staining

The DAP3 protein expression was evaluated on immmistachemical staining for 99 tumors

and 97 normal tissue samples (Table 1). In alblagical types, the DAP3 expression showed
various intensities and was localized into the plgem, either close to the nucleus or over all
the cytoplasm with granular aspects (Figure 3). Aitknal thyroid tissue was mainly negative
for DAP3, with only 4 positives (4.12%) out of 9@nsples. There were several significant
over-representations of DAP3-positive cells in gety of carcinomas compared to the normal

tissue.

Eighteen (51.43%) oncocytic adenomas out of 35 wmwsitives (P<5.43E-06). Twelve
(36.36%) papillary carcinomas out of 33 were puesiti (P<6E-04). Five (55.55%) oncocytic
carcinomas out of 9 were positives (P<3.3E-03). T{&®.66%) poorly differentiated
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carcinomas out of 3 were positives (P<5E-02). Othenor types showed either any or not

over-represented DAP3-positive cells.

Identification and categorisation of DAP3 co-exgesgenes

Microarray transcriptomic data can identify co-eegsed genes but deduced gene-expression
correlations vary between studies. Variations imgdkechnical and biological reasons like the
chip technology or the nature of the samples. Mitlagies were proposed to circumvent these
biases and to analyse several heterogeneous datBseker et al., 2001 ; Miles et al., 2001).
We used the TMM web server to find co-expressedegeavith DAP3 by comparing the gene
correlations of 100 publicly available datasets.sAswn by the authors, a correlation found in
at least 3 datasets is significant, the higherhkbtter. We used this criterion to select 337
correlated genes (Supplemental Table 1). Each wasdound correlated with DAP3 in at least

3 and up to 9 datasets.

We characterized the list by clustering GO co-aateat genes. One hundred and eighty six
(55%) genes out of 337 were divided into 22 sigaifit clusters (P<0.05) which shared at least
80% of their annotations (Supplemental table 2)e @tuster was removed (cluster n°16)
because of no significant P-values for its GO terile removed intra-cluster redundancy as
respect to the GO tree and grouped the clustamssagct to their similarity. The similarity was
either 0 or 100% (shared genes) thus each clustercantained into a bigger one, except the
biggest one (Cluster A, intracellular, n=186). @us were related to intracellular membrane-
bound organelle (mitochondrion, oxidoreductase vigtiand catalytic activity), primary
metabolism, cellular biosynthesis and ligase agtivhacromolecule metabolism transcription,

and protein metabolism (biopolymer metabolism, Ajliding and protein biosynthesis).

Bioinformatics search for requlators of the co-@gssed genes

Assuming that correlated genes have a common tegylanechanism, we searched for
transcription factors which could have been invdliieto the regulation of the DAP3 co-
expressed genes. We examined the gene promoterg i 123 JASPAR database TFBS
position-weight matrices and two additional matsicdefining the NRF-1 and ERRalpha
binding sites (Figure 2). The gene promoter segeemneere extracted from —1000 to +1000
from the transcription starting site and scannednotif over-representation using the Clover
software. Significant motif over-representation wamsidered at 5% risk comparing to 2

background models: a set of human promoters aetia €pG islands.
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Table 2 shows the over-represented TFBS motiffénDAP3 co-expressed genes promoters.
Two of the 8 corresponding transcriptional factod®F1 and GABPA, are activators of the
mitochondrial biogenesis (Scarpulla et al., 20@I)AF is a transcriptional activator of a large
number of genes in the Human genome, these taegetsgcomprising DNA binding proteins
and transcription factors (23%), protein synthesigradation turnover and modification (21%),
and genes implicated in cell growth (Myslinski £t 2006). E74A is a transcriptional activator
of genes implicated in autophagic cell death (Lieal.e 2002). ELK1 and ELK4 are members
of the Ets family of transcription factors and betternary complex factor (TCF) subfamily.
The TCF proteins act primarily through a ternarynptex by binding to the serum response
factor and the serum reponse element in the pronabtenmediate early class genes such as
the c-fos proto-oncogene (Yang et al., 2003). ThENRL (also called RUNX1/AML1) gene
encodes an important regulator of hematopoiesisstite target of several genetic alterations
during leukemogenesis (Mikhail et al., 2006). HOXdid CTF1 are two transcriptional factors
which up-regulation and interaction are implicatied the hematopoietic precursor cells

immortalisation (Zhang et al., 1999).

Requlators of the mitochondrial ribosome

We computed an independent TFBS search in promeggquences of the mitochondrial
ribosome. We separately search motifs in gene piensi@f the large subunit (44 sequences)
and in gene promoters of the small subunit (27 seces). Table 2 showed the statistically

significant over-represented motifs.

The large subunit analysis revealed several trgtgoral factors in common with the 337 “co-
regulated” genes previously explored: STAF, NRF144& ELK4, ELK1 and GABPA. Two
additional transcriptional factors where signifidgrrepresented in the sequences analysed.
PPARG and RXRA are two transcriptional factors eespely implicated in the adipocytes
differenciation and lipogenesis (Metzger et alQ20 TP53 is transcriptional factor implicated
in numerous proscesses as cell cycle, apoptosigoganesis, senescence and DNA repair
(Bode et al., 2004).

The small subunit analysis revealed three trangonial factors in common with the TMM
genes previously explored and the mitoribosomaldasubunit; E74A, NRF1 and GABPA.
Two supplementary transcriptional factors wher® alignificantly represented specifically in
the small subunit sequences. ERR alpha is a reguiditbeta-oxidation which acts via the

control of the medium chain acyl-coenzyme A dehgdrase (MCAD) promoter. ERRalpha is
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also implicated in PGC-la-induced mitochondrialgeioesis (Scarpulla et al., 2006). TAL1 is a
basic helix-loop-helix (bHLH) transcription factaequired for normal hematopoiesis. Its

aberrant expression leads to T-cell acute lymplsbisléeukemia (Palomero et al., 2006).

Best candidate TFBS into the DAP3 gene promoter

As DAP3 was the crossing point between all our joey transcriptional factors sites
explorations, we searched for motifs of all thexabmentioned tr anscriptional  factors
sites in the DAP3 promoter sequence. Its scanmntiéd Possum program for each candidate
TFBS gave score distributions (data not shown).hBfigscored sites detached from the
background were visually selected (Figure 4 et @aB). All of the previously cited

transcriptional factors showed highly scored TFB$ie DAP3 gene promoter.

TFBS were distributed in the promoter region froB79 to 998 on both strands. No sites were
found between —1000 to —680. We found at leaste® gier motif (Hox11-CTF1, RUNX1 and
TAL1-TCF3) and at most 5 sites (E74A). There wate gverlaping between motifs. Several
sites for E74A, ELK1, ELK4 and HOX11-CTF1 overlappe 3 areas ([-458;-449], [344;354],
[-79;-69]). Two ERRalpha sites overlapped with ELIKI-79;-69] and RUNXL1 in [-276;-262].
Two GABPA sites overlapped with E74A in [898;90fdaSTAF in [185;210]. NRF-1 and
TAL1-TCF3 did not overlap with other motif siteseRarkably, two highly scored TAL1-
TCF3 sites were strictly localized at —399 to —8&oth strands.

Discussion

Considering the multiple possible functions for iW&P3 protein, we studied its expression in
thyroid oncocytomas, mitochondria rich benignantnmlignant tumors. Our results show a
significant over-expression of the DAP3 mRNA in thgroid oncocytic adenoma and thyroid
oncocytic carcinoma. We then looked at the expoessif the DAP3 protein in thyroid

oncocytoma and found an over-expression of DAP3 p¥giously described the expression of
the mRNA DAP3 in rho° cells, but the absence ofreggion of the protein DAP3 (Jacques et
al., 2006). We suggested a post-translational degualation of the protein, argumented by the
absence of the RNA 12S molecule in the mtDNA depletells. Conversely, the up-regulation
of DAP3 revealed here in the thyroid oncocytomaggssts the need of this protein for a

particular function in these tumors.

A previous study on various types (gastric, lungljpectal and hepatocellular) and grades of

carcinomas (359 tumors) did not show any mutatiothé P-loop domain of DAP3 (Woo Lee

116



Classification des lésions thyroidiennes

et al.,, 2006). This suggests that the mutationhtd GTPasic motif is not essential in the
development of these types of carcinomas. Theffutingtional proapoptotic capacity of DAP3
is not an obstacle in the balance between theferation and the apoptosis of cells in these
cancers. These data and the previously publisheBDéxpression analysis in two types of
tumors (glioblastoma, thymoma) are not in favouraafajor pro-apoptotic role of DAP3 in

these cancers.

In the normal thyroid tissue, the cell death is @tinexistent. In the normal thyrocytes, the
Fas protein receptor is expressed but the apogtosiess is stopped at the pro-caspase 3 step,
which is not activated in caspases 3 (Mezosi et2805). In the thyroid carcinomas, the Fas
receptor is expressed but the induction of apoptogiFas ligand is stopped before activation
of the caspase 8 (Mitsiades et al., 2000). Conlxerdhe Fas expression has also been
suggested to be re-oriented and exploited in thessors for a cell growth advantage
(Mitsiades et al., 2006). The TRAIL receptors R1ld aR2 are expressed in the thyroid
carcinomas and this death inducing pathway is fanat in these tumors but not in the normal
thyroid (Mitsiades et al., 2001). These data as® aot in favour of a required proapoptotic

role of DAP3 in the thyroid tumors.

We propose a different approach of the role of 4”3 protein in the mitochondria. In the
thyroid oncocytomas, the mitochondrial subunitgtaf respiratory chain complexes encoded
by the mitochondrial DNA (mtDNA) are up-regulateddathe respiratory chain complexes do
not display any deficient activity (Savagner et 2001). This admits an efficient mitochondrial
translation. We showed that DAPS3 is up-regulatethgse tumors. This protein being also a
component of the mitoribosome, we postulate foroke rof DAP3 in the mitochondrial
translation, which is essential for the mitochoalribiogenesis observed in thyroid
oncocytomas. The implication of DAP3 in the effigamr fidelity of mitochondrial translation
requires a functional DAP3 protein in these tumd&® postulate the overexpression of the
DAP3 mRNA and protein in the thyroid oncocytic tuds linked to the mitochondrial
biogenesis observed in the oncocytes. We then peofie thyroid oncocytomas as a model to

analyse the function of the DAP3 protein in theatlitondrial translation.

Transcriptomic analysis of thyroid oncocytomas wereviously performed in our laboratory.
Screening the expression of 6720 genes in 29 tthycocytomas by microarray revealed the
overexpression of numerous mitochondrial genesh@ tumors compared to normal tissue
(Baris et al., 2004). Amoung 126 up-regulated geatissriminating the thyroid oncocytomas

from the other samples, genes coding for the foitoahondrial respiratory chain complexes
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subunits (11) and the ATP synthase (2) were reptede The mitochondrial ribosome was
represented with the MRPL49 gene, the 5th mostexyeessed gene amoung the 126 genes,
and which encodes a component of the large mitsafmal subunit. In a two-step (differential
display and macroarray) analysis on 6 thyroid ogtto@denomas we also showed a two-fold
or more up-regulation of 30 genes in the tumors.elV&s out of these 30 genes are
mitochondrial mtDNA encoded genes and several mtDNA nuclear encoded genes
highlighted are redundant with the previously mamtid microarray results (Jacques et al.,
2005). As postulated previously for the renal aalivary oncocytomas, our data in the thyroid
oncocytomas are in favour of a coordinated reguhadif the mitochondrial nuclear and mtDNA

encoded genes in the oncocytic tumors (Heddi £1986),(Baris et al., 2005).

We then postulated a step toward the exploratiom &fAP3 function in the mitochondrial
translation would be the analysis of the promogéguence of the DAP3 gene and a comparison

with the promoter sequence of other mitochondnigear encoded genes.

We first analysed the gene correlations of 100 iplybavailable datasets using the TMM web
server to find DAP3 co-expressed genes. We fourtdc88related genes in at least 3 and up to
9 datasets. These genes are mainly related toutleio acid metabolism, transcription and
RNA processing, protein metabolism and mitochomdrid/e postulated these genes have a
common regulatory mechanism. Using 125 TFBS positieight matrices, we searched for
transcription factors which could have been invdhia the regulation of the DAP3 co-
expressed genes. Eight transcriptional factors wenealed. These factors are mainly
implicated in tumorigenesis (ELK1, ELK4, RUNX1 amtiOX11-CTF1) and mitochondrial
biogenesis (NRF1, GABPA). E74 is related to theophagic cell death, and STAF is a

transcriptional factor of large spectrum.

The analysis of 44 out of the 52 large subunitgirnsg and 27 out of 33 small subunit proteins
showed 4 supplementary transcriptional factorstedlao a potential regulation of the large or
small mitochondrial ribosome subunits constituefnespectively PPARG-RXRA and TP53,
ERRalpha and TAL1-TCF3). These factors are impdidaéh tumorigenesis (TP53 and TAL1-
TCF3) or mitochondrial biogenesis (PPARG-RXRA arkRiRalpha). The use of 2 background
models (6461 human promoters and a set of 27 585i€§lpnds) and the selection of the TFBS
motifs significantly represented at 5% risk in th@o models is highly selective. The
redundancy of the results obtained with the 337 BAWBtential co-regulated genes and the
71/85 mitochondrial ribosome proteins can be atstsiered as a validation of each analysis.

We postulate that the DAP3 gene is regulated hystmdptional factors implicated mainly in
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cellular growth (ELK1, ELK4, RUNX1, HOX11-CTF1, TB5TAL1-TCF3) and mitochondrial
biogenesis (NRF1, GABPA, PPARG-RXRA, ERRalpha).

The DAP3 mRNA and protein are over-expressed imoilyoncocytoma, a mitochondria rich
and oxydative metabolism tumor type. In a genei@lbhical context, the DAP3 gene can be
suspected to be regulated by transcriptional faciomplicated in the tumorigenesis and
mitochondrial biogenesis. These hypothesis of gegelation have however to be confirmed
by experimentation, which are currently runninge3é data and the implication of the DAP3
protein in the mitochondrial ribosome small subwsniggest an implication of the DAP3 protein
in the mitochondrial translation. DAP3 can also @ensidered as a link between the
mitochondrial homeostasy and the tumorigenesis gg®c If a correct and increased
mitochondrial physiology is required for the tungmmesis process, one can expect a default in
one of the mitochondrial ribosome proteins canugisthe tumorigenesis process and direct the

cell to death.
Materials and methods

Quantitative PCR

The expression level for the DAP3 gene was expldngdjuantitative real time polymerase
chain reaction (RT-PCR) analysis using the actimeges a reference and using the Light Cycler
technology (Roche, Basel, Switzerland), as preWodsscribed (Jacques et al., 2006). The
standards were obtained by PCR performed on natmgeadid tissue total cDNA. The DAP3
standard was obtained using the forward primle6GTGGGAAAGGAAGGATTTG-3 and
the reverse primer' 3 TCGCGTTACTTAGGAACAG-3. The actin standard was obtained
using the forward primer 5-CGACATGGAGAAAATCTGGC-and the reverse primer 5'-
AGGTCCAGACGCAGGATGG-3. The quantifications were rfoemed using the same
primers. Differences between mean DAP3 expressidnrnor and normal tissues were tested

by the one-tailed paired Student’s test. Signifteawas considered at 5% risk.

Immunohistochemistry

A total of 104 tumors were analysed comprising apillary carcinomas, 10 oxyphilic cells

carcinomas and 40 oxyphilic cells adenomas. Theseples were used for tissue array
construction, as described by Kononen et al. (Kenoet al., 1998). A triplet of tumor tissue
and a triplet of the normal counterpart were amlaf@ each sample. Immunostaining was

performed using the standard avidin-biotin perogedtechnique. The primary antibody was the

119



Classification des lésions thyroidiennes

monoclonal anti-DAP3 from Transduction Laboratorigexington, UK). Diaminobenzidin

was used as the chromogen and hematoxylin as teancounterstain. For negative controls,
the primary antibody was either omitted or replabgda suitable concentration of normal 19G
of the same species. Over-representation of pesitélls in tumors compared to their paired
normal tissue was assessed by the two-tailed Fshract test with Benjamini and Hochberg

correction for multiplicity at 5% risk (Benjaminhd Hochberg, 1995).

Bioinformatics analysis

DAP3  co-expressed genes were searched by the TMMDb wserver
(www.bioinformatics.ubc.ca/tmm) (Lee et al., 200@nly significant genes were retained, i.e.
genes which were correlated in at least 3 out 6f rhicroarray datasets. Gene Ontology (GO)
clustering was performed by the GOproxy web servdhttp://crfb.univ-
mrs.fr/IGOToolBox/index.php) (Martin et al., 2008jignificant clusters (P<5%) of at least 10
genes which shared at least 80% of their GO arinattwere selected. P-values were

computed from the hypergeometric distribution aodexcted by the Bonferroni method.

We collected 123 transcription factor binding si(@$BS) motifs from the Jaspar database
(http:/ljaspar.cgb.ki.se/cgi-bin/jaspar_db.pl). Aigned 9 sequences of NRF-1 binding sites to
construct a position weight matrix (de Sury et 898 ; Au et al., 1998 ; Elbehti-Green et al.,
1998 ; Hirawake et al., 1999). The ERRalpha pasiti@ight matrix was described by Sladek
et al. (Sladek et al., 1997). Visualisation was eloby WEBLOGO web server
(http:/lweblogo.berkeley.edu/). Promoter sequenae extracted by the Promoser web server
(http://biowulf.bu.edu/zlab/promoser/) from —-1000 #1000 nucleotide bases from the
transcription start site. Known repeats in sequeneere marked with N characters. Duplicate
promoters were removed from lists and entries thapped to more than one locus were
excluded. TFBS over-representation was searched fthe Clover program
(http://zlab.bu.edu/clover/) by using 2 backgrountbdels. The first consisted in 6461
randomly chosen gene promoter sequences of the rmhigeaome from —-1000 to +1000
nucleotide bases from the transcription start sltke second was composed of 27 555
sequences from CpG Islands regions. Significanceagasidered relatively to the two models
at 5% risk. The best sites into the DAP3 promoterevdefined by the Possum program
(http://zlab.bu.edu/~mfrith/possum/) with the Jaspaotifs and the NRF-1 and ERRalpha
previously described matrices. A visual inspectibithe score distributions was used to select

the best sites relatively to the background.
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Tables et figures

Table 1 : DAP3 immunohistochemical staining in tumpand normal thyroid tissues.

Class n Positive cases  Quantity Intensity

0% <30% 30- >60% O 1+ 2+

60%

Oncocytic adenoma 33 18 51.43% *** 15 2 11 5 15 15
Papillary carcinoma 33 12 36.36% ** 20 7 2 3 20 10
Oncocytic 9 5 b5555% * 4 0 2 3 4 5
carcinoma
Poorly differentiated 3 2 66.66% * 1 1 1 0 1 1 1
carcinoma
Follicular adenoma 8 0 0.00% 8 0 0 0 8 0 0
Atypical adenoma 5 1 20.00% 4 0 0 1 4 1 0
Follicular carcinoma 5 0 0.00% 5 0 0 0 5 0 0
Anaplastic 1 0 0.00% 1 0 0 0 1 0 0
carcinoma
Normal tissue 97 4 4.12% 93 3 0 1 93 3 1

Immunohistochemistry staining of normal thyroidstie, oncocytic adenoma and carcinoma for
the DAP3 protein. The overexpression of the DAR&gin is revealed by the brown staining in

the cytoplasm of the cells. * significant, P<5E¥¥ the Fisher’'s exact test (Benjamini and

Hochberg correction). ** significant, P<6E-04. *significant, P<5.43E-06.
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Table 2 : Enriched motifs in promoters

Motif name Motif family Raw score P-values

Promoters Cpg

(A) DAP3 Correlated genes

GABPA ETS 4.83 0.001 0
ELK1 ETS 1.62 0 0.006
NRF1 1.61 0.009 0
ELK4 ETS -1.32 0 0
RUNX1 RUNT -2.66 0.042 0.046
Hox11-CTF1 HOMEO/CAA -3.01 0.041 0.02
T
(B) Mitochondrial small subunit
ERRalpha 3.29 0 0.021
NRF1 3.14 0.002 0
TAL1-TCF3 bHLH 2.25 0 0.006
GABPA ETS 1.82 0.022 0.012

(C) Mitochondrial big subunit

NRF1 9.91 0 0
ELK4 ETS 2.97 0 0
GABPA ETS 2.88 0.001 0.001
ELK1 ETS 1.99 0 0.005
PPARG- NUCLEAR 0.598 0.042 0.003
RXRA RECEPTOR

TPS3 P53 -2.74 0.01 0.038

We found enriched TFBS motifs in gene promoter sagas of DAP3 co-regulated genes (A),
of the mitochondrial small (B) and large (C) sultsniThe raw score and the p-values were

computed relatively to a set of human promotersageét of CpG Island sequences.
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Table 3 : transcription factor binding sites in da@B promoter

motif sequence start pos. end pos. strand score
ELK1 cttacggaaa -458 -449 + 5.92
tttccecteg 345 354 - 5.51
tgtcagggac -79 -70 - 5.49
ELK4 tccgggagt -93 -85 + 4.87
actggaatt 938 946 + 4.64
gtttccect 344 352 - 4.17
ERRalpha tgtcctcga -232 -224 - 7.48
agaccttgt -270 -262 - 6.41
tgacattta -345 -337 - 5.8
tcagggaca =77 -69 + 5.02
GABPA agaggaaggg 898 907 + 7.18
ctcctecgcet 185 194 - 6.99
cccteecgcet 215 224 - 6.56
cgcggcaggg -287 -278 + 6.44
Hox11-CTF1 agggagggagctaa 418 431 + 3.27
tttccectcgcaaa 345 358 + 3.11
NRF1 cgcgcegtgegcee 833 844 + 5.57
cgcgcegtgegec 833 844 - 5.49
agcgcaggccct 690 701 - 4.75
RUNX1 gaccacaac -679 -671 - 6.05
caccacaga -276 -268 - 4.74
TAL1-TCF3 agaccatctgtc -399 -388 + 9.93
accatctgtctg -397 -386 - 7.18
PPARG-RXRA ttttggcccttcacatttac -736 =717 - 2.6
TP53 aaaaacatctctttccatgt -378 -359 + 2.71

Scores are computed by the POSSUM program withfsnfotim the JASPAR database and the
compiled ERRalpha and NRF1 motifs.
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Figure 1: DAP3 mRNA expression levels in oncocytimmours
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The figure shows the DAP3-expression levels expldrg quantitative RT-PCR analysis for
twelve thyroid oncocytic adenomas (triangles) anthygoid oncocytic carcinomas (circles).

Each level is normalized by the paired normal esgws 1 represents iso-expression.

Figure 2: logo motifs of ERRalpha and NRF-1

ERRalpha
AGGTCA
NRF-1
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These graphical representation of the ERRalpha\#®ig-1 motifs show the 6 and 12 positions
of their position-weight matrices. For each positipresent DNA bases are proportionally
drawn according to their relative frequency. Thesrall height at a position indicates the

sequence conservation.
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Figure 3: DAP3 immunohistochemestry staining
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DAP3 protein localisation in thyroid the normalsu® (up), oncocytic adenomas (middle) and

oncocytic carcinomas (bottom).

Figure 4: Best Sites for each candidate regulatorsf the DAP3 gene
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Highly scored TFBS by the POSSUM program are shdoyncolored bars. Each color
correspond to a potential regulator and the baghtes proportional to the score. Sites are
distributed from -1000 to +1000 base pairs arotnecttanscription start site (TSS).
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Figure 5: Gene-expression in an indépendant dataset
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We used a public dataset to independently valitléeDAP3 over-expression in oncocytic
adenomas and carcinomas. Three of the candidaiéates of DAP3 were also significantly

over-expressed in oncocytic tumours as comparéeetaormal tissue (p<0.05).
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Supplemental table 1: DAP3 co-regulated genes.

Genes correlated with DAP3 in at least 3 publicrodcray datasets (#ds) are reported in this

table. The score is given by the TMM web server.

Symbol Name #ds  score

CCT3 Chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma) 9 0.76
PSMB4 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 4 9 0.73
EPRS Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 9 0.69
SDHC Succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane protein, 15kDa 8 0.72
SSBP1 Single-stranded DNA binding protein 1 7 0.79
SNRPE 7 0.71
KARS Lysyl-tRNA synthetase 6 0.88
PSMA6 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 6 6 0.83
GA17 6 0.81
APEX1 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1 6 0.77
PSMD4 Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4 6 0.76
CCT6A Chaperonin containing TCP1, subunit 6A (zeta 1) 6 0.75
XRCC5 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5 (double-strand-break 6 0.75

rejoining; Ku autoantigen, 80kDa)
PA2G4 6 0.74
CBX3 Chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) 6 0.7
PSMA1 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1 5 0.85
PSMB1 Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1 5 0.84
UQCRC2 Ubiquinol-cytochrome c reductase core protein Il 5 0.83
BTF3 Basic transcription factor 3 5 0.81
PSMA5 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 5 5 0.81
RABGGTB Rab geranylgeranyltransferase, beta subunit 5 0.81
AATF Apoptosis antagonizing transcription factor 5 0.8
PSMD14 Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 14 5 0.8
TARS Threonyl-tRNA synthetase 5 0.8
CCT2 Chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta) 5 0.78
CLNS1A Chloride channel, nucleotide-sensitive, 1A 5 0.78
CBFB Core-binding factor, beta subunit 5 0.77
COPS5 COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 5 (Arabidopsis) 5 0.77
COX7B Cytochrome c oxidase subunit VIlb 5 0.77
EIF3S1 Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 1 alpha, 35kDa 5 0.77
KIAA0117 5 0.77
PWP1 PWP1 homolog (S. cerevisiae) 5 0.77
PSMA3 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 3 5 0.75
DKC1 Dyskeratosis congenita 1, dyskerin 5 0.74
NAP1L1 5 0.74
SNRPF Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F 5 0.74
CCT4 Chaperonin containing TCP1, subunit 4 (delta) 5 0.71
DDX21 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 21 5 0.71
EIF3S7 Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 7 zeta, 66/67kDa 5 0.71
SHFM1 Split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1 5 0.71
SCAMP3 Secretory carrier membrane protein 3 5 0.7
GSPT1 G1 to S phase transition 1 5 0.69
NICE-4 5 0.68
RFC4 Replication factor C (activator 1) 4, 37kDa 5 0.67
FLJ10326 5 0.66
PSMA2 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 2 4 0.86
DKFZP564M182 4 0.84
POLR2B Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide B, 140kDa 4 0.83
UQCRH Ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein 4 0.83
MCTS1 Malignant T cell amplified sequence 1 4 0.82
POLR2F Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F 4 0.82
SET SET translocation (myeloid leukemia-associated) 4 0.81
C1QBP Complement component 1, q subcomponent binding protein 4 0.79
COPS3 COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 3 (Arabidopsis) 4 0.79
PPP2R5E Protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), epsilon isoform 4 0.79
PSMA4 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 4 4 0.79
PSMC1 Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 1 4 0.79
AKO074970 4 0.78
COX7A2L Cytochrome c oxidase subunit Vlla polypeptide 2 like 4 0.78
EIF4A1 Eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 1 4 0.78
ETFA Electron-transfer-flavoprotein, alpha polypeptide (glutaric aciduria II) 4 0.78
H2AFY 4 0.78
SFRS2 Splicing factor, arginine/serine-rich 2 4 0.78
COX7C Cytochrome c oxidase subunit Vlic 4 0.77
GART Phosphoribosylglycinamide  formyltransferase,  phosphoribosylglycinamide  synthetase, 4 0.77
phosphoribosylaminoimidazole synthetase

HSPA4 Heat shock 70kDa protein 4 4 0.77
M11S1 4 0.77
PTDO04 4 0.77
VBP1 Von Hippel-Lindau binding protein 1 4 0.77
CCT7 Chaperonin containing TCP1, subunit 7 (eta) 4 0.76
KIAA0179 KIAA0179 4 0.76
NME1 Non-metastatic cells 1, protein (NM23A) expressed in 4 0.76
RBMX 4 0.76
TFAM Transcription factor A, mitochondrial 4 0.76
TRIP15 4 0.76
DDX18 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 18 4 0.75
FNBP3 4 0.75
FUSIP1 4 0.75
PPP1CC Protein phosphatase 1, catalytic subunit, gamma isoform 4 0.75
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SNRPA1
SUMO1
TCEAL
TRAP1
CCT5
EIF2S3
MAPRE1
PRDX3
GDI2
MTIF2
RBBP4
SFRS10
SNRPD3
SRPK1
YARS
GNPAT
IMMT
MAK3
NPM1
NSEP1
XPO1
ENSA
LRPPRC
NASP
NUP153
PDCD2
DEK
DKFZP547E1010
HNRPAB
PSMB7
SRP68
USP10
ADAR
CKS1B
METAP2
MRPL9
SSR2
XTP2
H2AFV
SSB
HSPA9B
TCFL1
C140RF166
EIF3K
EIF3S3
GTF3A
AF271775
DRG1
MRPS18B
SOD1
APG12L
ATP5J
C60RF49
COX5A
HNRPF
NDUFBS5
PPP6C
RPL4
TXNL1
ESD
EXOSC8
HSA9761
HSPC111
LOC91137
POLD2
ATP6VOB
CCND3
CCT8
FBL
HNRPC
MFN2
MRPL16
NDUFV2
NIPA2
PSMC4
PSMC6
SFRS3
UBE3A

BCL2Al
COox4l1
NCL
NSMAF
PANK2
SLBP
SRRM1
TCERG1
UBE2N
ABCE1
API5
CSNK2A1
CTPS
DPM1
GLUD1
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Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A'
SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 1 (S. cerevisiae)

TNF receptor-associated protein 1

Chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon)

Eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3 gamma, 52kDa
Microtubule-associated protein, RP/EB family, member 1
Peroxiredoxin 3

GDP dissociation inhibitor 2

Mitochondrial translational initiation factor 2

Retinoblastoma binding protein 4

Splicing factor, arginine/serine-rich 10 (transformer 2 homolog, Drosophila)
Small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide 18kDa

SFRS protein kinase 1

Tyrosyl-tRNA synthetase

Glyceronephosphate O-acyltransferase

Inner membrane protein, mitochondrial (mitofilin)

Nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)
Exportin 1 (CRM1 homolog, yeast)

Leucine-rich PPR-motif containing
Nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding)

DEK oncogene (DNA binding)

Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 7

Signal recognition particle 68kDa

Ubiquitin specific peptidase 10

Adenosine deaminase, RNA-specific

CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B

Methionyl aminopeptidase 2

Mitochondrial ribosomal protein L9

Signal sequence receptor, beta (translocon-associated protein beta)

Sjogren syndrome antigen B (autoantigen La)

Chromosome 14 open reading frame 166

Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3 gamma, 40kDa
General transcription factor Il1A

Developmentally regulated GTP binding protein 1
Superoxide dismutase 1, soluble (amyotrophic lateral sclerosis 1 (adult))

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit F6
Chromosome 6 open reading frame 49

Cytochrome c oxidase subunit Va

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 5, 16kDa
Protein phosphatase 6, catalytic subunit

Thioredoxin-like 1
Esterase D/formylglutathione hydrolase
Exosome component 8

Hypothetical protein HSPC111

Polymerase (DNA directed), delta 2, regulatory subunit 50kDa
ATPase, H+ transporting, lysosomal 21kDa, VO subunit b
Cyclin D3

Chaperonin containing TCP1, subunit 8 (theta)

Fibrillarin

Mitofusin 2

Mitochondrial ribosomal protein L16

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2, 24kDa
Non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 2
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 4

Splicing factor, arginine/serine-rich 3

Ubiquitin protein ligase E3A (human papilloma virus E6-associated protein, Angelman

syndrome)

BCL2-related protein AL

Cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1

Nucleolin

Neutral sphingomyelinase (N-SMase) activation associated factor
Pantothenate kinase 2 (Hallervorden-Spatz syndrome)
Stem-loop (histone) binding protein

Serine/arginine repetitive matrix 1

Transcription elongation regulator 1

ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1
Apoptosis inhibitor 5

CTP synthase
Dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, catalytic subunit
Glutamate dehydrogenase 1
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HNRPA3
HSPD1
LSM3
MGC15396
NHP2L1
PCMT1
SNRPD2
TIALL
TXNDC
ZRF1
ATP5C1
BC066990
CPSF6
ILF3
MRPL3
PAICS
SLC25A6
SLC35B1
SUMO2
VDP
APPBP1
CI140RF32
C70RF28A
DDX1
EIF2S2
EIF3S10
FXR1
HNRPU
IMPDH2
KIAA0052
KPNAL
MRPS31
PRKDC
PTMA
RARS
SND1
SRP72
YME1L1
BCLAF1
CKS2
ME2
MRPS17
NOL1
OAT
PSMD13
RAN
RGIMTD1
SNRPA
uBA2
ZNF9
AHCY
AHSAL
ATIC
BMSI1L
BUB3
CAPZA1
COG2
CPOX
DHX9
EIF2B1
G3BP
LOC134218
NDUFS2
NUDT5
NUP50
PGK1
PNN
PP591
PSMA7
PSMC5
PSME2
RNF138
SLC25A5
SNRPD1
ST13
SUCLA2
YWHAQ

39331
ADIPOR1
AF116699
AK2
CUL4A
DLD
EEF1E1
FUBP1
HBSI1L
NCBP2
PABPC1
PRPF4B
RNPS1
TEBP
TXNDC9
CCNH
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
LSM3 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)

NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae)
Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase
Small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide 16.5kDa

TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein-like 1

Zuotin related factor 1
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, gamma polypeptide 1

Cleavage and polyadenylation specific factor 6, 68kDa
Interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa
Mitochondrial ribosomal protein L3

Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 6
Solute carrier family 35, member B1

Vesicle docking protein p115

Amyloid beta precursor protein binding protein 1
Chromosome 14 open reading frame 32
Chromosome 7 open reading frame 28A

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1

Fragile X mental retardation, autosomal homolog 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment factor A)
IMP (inosine monophosphate) dehydrogenase 2

Karyopherin alpha 1 (importin alpha 5)
Mitochondrial ribosomal protein S31

Protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
Prothymosin, alpha (gene sequence 28)
Arginyl-tRNA synthetase

Staphylococcal nuclease domain containing 1
Signal recognition particle 72kDa

YMEL1-like 1 (S. cerevisiae)

CDC28 protein kinase regulatory subunit 2

Malic enzyme 2, NAD(+)-dependent, mitochondrial

Mitochondrial ribosomal protein S17

Nucleolar protein 1, 120kDa

Ornithine aminotransferase (gyrate atrophy)

Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 13

RNA (guanine-9-) methyltransferase domain containing 1
Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A

S-adenosylhomocysteine hydrolase

AHAL, activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1 (yeast)
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
BMS1-like, ribosome assembly protein (yeast)

BUB3 budding uninhibited by benzimidazoles 3 homolog (yeast)

Capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1

Component of oligomeric golgi complex 2

Coproporphyrinogen oxidase

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 9

Eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 1 alpha, 26kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 2, 49kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 5

Nucleoporin 50kDa

Phosphoglycerate kinase 1

Pinin, desmosome associated protein

Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 7
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 5

Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 5
Small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide 16kDa

Suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70 interacting protein)
Succinate-CoA ligase, ADP-forming, beta subunit

Tyrosine  3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, theta
polypeptide

Adiponectin receptor 1

Adenylate kinase 2

Cullin 4A

Dihydrolipoamide dehydrogenase

Eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon 1

Far upstream element (FUSE) binding protein 1
HBS1-like (S. cerevisiae)

Nuclear cap binding protein subunit 2, 20kDa

Poly(A) binding protein, cytoplasmic 1

PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog B (yeast)

Thioredoxin domain containing 9
Cyclin H
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EIF3S9 Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 9 eta, 116kDa 3 0.73
FLJ20303 3 0.73
GTF3C3 General transcription factor IIC, polypeptide 3, 102kDa 3 0.73
HNRPR Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R 3 0.73
LEREPO4 3 0.73
NONO Non-POU domain containing, octamer-binding 3 0.73
PAI-RBP1 3 0.73
PES1 Pescadillo homolog 1, containing BRCT domain (zebrafish) 3 0.73
PPP1CB 3 0.73
SCYE1 Small inducible cytokine subfamily E, member 1 (endothelial monocyte-activating) 3 0.73
SRP9 3 0.73
SSR1 Signal sequence receptor, alpha (translocon-associated protein alpha) 3 0.73
SYNCRIP 3 0.73
TNPO1 Transportin 1 3 0.73
CAD Carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and dihydroorotase 3 0.72
CGl-48 3 0.72
DYT1 3 0.72
EIF3S2 Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 2 beta, 36kDa 3 0.72
ERP70 3 0.72
HNRPA2B1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 3 0.72
SMAD2 3 0.72
SMARCAS5 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, 3 0.72
member 5
SMARCE1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily e, 3 0.72
member 1
SNRPG 3 0.72
UBE2V2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 3 0.72
XPOT Exportin, tRNA (nuclear export receptor for tRNAs) 3 0.72
C100RF7 3 0.71
GHITM Growth hormone inducible transmembrane protein 3 0.71
MEP50 3 0.71
MTHFD2 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2, methenyltetrahydrofolate 3 0.71
cyclohydrolase
PPM1G Protein phosphatase 1G (formerly 2C), magnesium-dependent, gamma isoform 3 0.71
RAD21 RAD21 homolog (S. pombe) 3 0.71
RCN1 Reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain 3 0.71
SFRS9 Splicing factor, arginine/serine-rich 9 3 0.71
SNRPB Small nuclear ribonucleoprotein polypeptides B and B1 3 0.71
TBCA Tubulin folding cofactor A 3 0.71
ACTL6A Actin-like 6A 3 0.7
AFURS1 3 0.7
ANAPC7 Anaphase promoting complex subunit 7 3 0.7
APTX Aprataxin 3 0.7
ATP5G3 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit C3 (subunit 9) 3 0.7
BC026067 3 0.7
C1ORF37 Chromosome 1 open reading frame 37 3 0.7
NOLC1 Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 3 0.7
PAK2 P21 (CDKN1A)-activated kinase 2 3 0.7
PPP2R5C Protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), gamma isoform 3 0.7
PTDSS1 Phosphatidylserine synthase 1 3 0.7
REA 3 0.7
RIC-8 3 0.7
SF3B1 Splicing factor 3b, subunit 1, 155kDa 3 0.7
SKB1 3 0.7
SNRPC Small nuclear ribonucleoprotein polypeptide C 3 0.7
TDG 3 0.7
UBL4 3 0.7
VPS26 3 0.7
FLJ20729 3 0.69
RPL24 3 0.69
RPP40 Ribonuclease P 40kDa subunit 3 0.69
HIP2 Huntingtin interacting protein 2 3 0.68
SF3A3 Splicing factor 3a, subunit 3, 60kDa 3 0.68
WTAP Wilms tumor 1 associated protein 3 0.68
DHX40 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40 3 0.67
GRPEL1 GrpE-like 1, mitochondrial (E. coli) 3 0.67
RBM14 3 0.67
ANP32E Acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member E 3 0.66
FLJ14668 Hypothetical protein FLJ14668 3 0.66
IPO9 Importin 9 3 0.66
POLR3C Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide C (62kD) 3 0.58
VMP 3 -0.52
SFMBT2 Scm-like with four mbt domains 2 3 -0.57
ATXN1 Ataxin 1 3 -0.58
AB020684 3 -0.79
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Supplemental table 2: GO clusters

Cluster  Genes P-value GO terms
1 22 9.70E-25 RNA processing
2 11 6.56E-14 ligase activity
3 51 5.81E-34 protein metabolism
4 17 1.07E-17 oxidoreductase activity
5 18 2.48E-07 biopolymer metabolism
1.80E-04 catalytic activity
6 187 0 intracellular
15 0 protein folding
0 unfolded protein binding
1.09E-10 ATP binding
66 8.25E-18 intracellular membrane-bound organelle
18 3.50E-07 protein complex
10 10 1.15E-05 RNA binding
11 12 3.39E-14 carrier activity
3.39E-14 electron transport
4.66E-07 transport
12 21 1.77E-15 mitochondrion
13 111 2.41E-38 primary metabolism
14 14 7.12E-13 protein biosynthesis
5.35E-06 nucleic acid binding
15 16 1.80E-20 transcription
17 26 7.40E-08 catalytic activity
3.10E-07 cytoplasm
18 10 9.67E-13 intracellular transport
7.42E-07 cell organization and biogenesis
1.76E-06 membrane
19 97 0 macromolecule metabolism
2.95E-21 binding
20 17 1.51E-14 ribonucleoprotein complex
21 14 5.17E-09 cellular biosynthesis
6.48E-05 nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism
7.07E-03 catalytic activity
22 38 1.34E-20 nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism
1.09E-18 nucleus

The 330 DAP3 co-regulated genes are clustered diogpto their GO annotations. Each cluster
is composed of at least 10 genes which share stt &6 of their annotations. Only significant
clusters were retained at 5% risk computed by {pehgeometric distribution with Bonferroni

correction.
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3.4.3 Discussion

Les oncocytomes thyroidiens présentent une surssipre des sous-unités de la chaine
respiratoire alors que l'activité des complexesshigas déficiente (Savagnet al.,2001). La

traduction protéique doit alors étre efficace. lemg et la protéine DAP3, ayant une fonction
dans la mort cellulaire, sont surexprimés danstdeseurs oncocytaires de la thyroide. Les
tumeurs oncocytaires sont caractérisées par ppoptese, la surexpression de DAP3 doit étre
impliqguée dans un autre processus. La protéine D&BBt un constituant du mitoribosome,
elle doit avoir un réle dans la traduction mitoctinale. Sa surexpression doit étre lie a la
biogenése mitochondriale. Les oncocytomes thyrogdijgourront servir de modéle a I'étude

précise du réle de DAP3 sur la traduction.

L’analyse bioinformatique des séquences régulariassociées a DAP3 a révélé le réle
potentiel de 10 facteurs transcriptionnels. Ills tsgmincipalement impliqués dans la
tumorigenése (ELK1, ELK4, RUNX1 and HOX11-CTF1) lat biogenése mitochondriale
(NRF1, GABPA). La redondance des résultats obtpauganalyse de 337 genes co-régulés ou
des génes du mitoribosome nous permettent uneatialidcroisée bioinformatiques. De plus,
ces analyses sont en partie validées par un jedodeées indépendant. Des validations
expérimentales plus avancées pourraient utilisetdehnologies de mutation, transfection ou
d’'immuno-précipitation pour évaluer les interacioADN-protéines impliquées dans les

régulations.

DAP3 peut aussi étre considérée comme un lien diltoenéostasie mitochondriale et le
processus de tumorigenése. Si une physiologie huotwiriale correcte et augmentée est
requise pour la tumorigenése, on peut s’attendnen adéfaut de I'une des protéines du

mitoribosome qui peut stopper la tumorigenése eteecher la mort cellulaire.
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4  Discussion

Nous avons abordé I'étude des données d’expressibaut débit pour la classification des
tumeurs différenciées de la thyroide. Les techrietog haut débit nous ont permis de classer
les Iésions de la thyroide les unes par rapportaatres avec une prise en compte globale des
géenes specifiques. La recherche de marqueurs spésfa chaque type de 1ésion a été possible
grace a l'intégration de plus de 90% des lésionméme organe. Les applications industrielles
relevant de ces résultats seront mise en place grdinvention déposée au bureau européen
des brevets. La détermination précise de la nateseT-UM montre l'intérét d’une approche
pan-génomique associée a une forte collaboratien am anatomopathologiste, ainsi qu’'a des
méthodes statistiques adaptées, pour le diagradstique. Il nous a aussi été possible d’utiliser
ces données massives ainsi que des données psblidjegpression et de séquences, pour

raisonner au niveau d’un gene particulier et deregéine, DAP3.

Les études des tissus thyroidiens par biopucesrgargéressées soit a la séparation des tissus
bénins et malins, soit a la sous classificatiomdype tumoral en fonction de ses mutations
spécifiques. Elles incluent de 2 a 6 classes dedigu maximum. Les marqueurs réveélés par
ces études ne peuvent donc pas étre considérés ecgmamfiaitement spécifiques. Les
algorithmes de prédiction automatique utilisés Beaf de la méme limite méme s’ils ont pu se
montrer trés efficaces. Nous avons intégré a npérerentations sur biopuces plus de 90% des
lésions thyroidiennes différenciées représentantlddses de lésions. Grace a des méthodes
statistiques adaptées nous avons établi une étagiih fonctionnelle globale et simultanée de
toutes les pathologies de cet organe. Les marqeélgstionnés dans ce jeu de données pour
chaque classe font partie du brevet européen que aons déposeé. lIs permettent de classer
automatiquement et de facon précise les échartill@ette application est destinée aux
cliniciens mais une étape de validation a grandelé sur cytoponction sera nécessaire pour

une application de routine.

Les T-UM ont toujours donné des difficultés auxcalkistes. La détermination d’'un diagnostic
malignité étant impossible, cela peut entrainer clerurgies de précaution qui ne seront pas
forcément justifiées. Nous avons résolu la clasaiifion de ces tumeurs en analysant les
données transcriptomiques des 12 classes de tiggo#diens. Nous trouvons que 80% des cas
T-UM sont liés aux PTCs alors qu’aucun cas n'a agsocié aux FTCs. Néanmoins,
I'intégration de plus de cas FTC donnerait des Itésuplus puissants. Nous montrons et

confirmons qu'il existe des marqueurs spécifigues®2 types de carcinomes. Cette spécificité
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biologique prend en compte toutes les autres pagied différenciées comme contrdle, ainsi
que le tissu sain. Nous émettons I'hypothése cqu@{egM sont un état précoce de cancers. Les
genes que nous trouvons spécifiguement exprimés des tumeurs sont un point de départ
pour la compréhension du phénoméne de transformalis nodules en PTCs. Cependant,
I'évolution lente de ces tumeurs fait qu'il estfiile d’obtenir le suivi a 10-15 ans des patients

pour s'assurer du potentiel évolutif des tumeursancers.

Par ailleurs, les analyses de données produiteauti débit nous ont permis de mettre en
évidence le rble potentiel dans la traduction nhitoxriale de la protéine DAP3 du
mitoribosome, aussi impliquée dans la mort celialaNous avons montré que DAP3 est
impliguée dans la traduction mitochondriale. L'asal bioinformatique des données
génomiques et fonctionnelles révélent une implicatlirecte du géne dans la tumorigenése et

la biogenése mitochondriale. La relation entredmsx fonctions est explorée au laboratoire.

Le design imposé des expérimentations nous a peséibblémes lors de l'utilisation des
méthodes statistiques. Dans le cas idéal, les megffectuées doivent suivre une loi normale
et avoir des variances égales entre les genes.ii@gligue que les groupes a comparer soient
au mieux de méme taille. Malheureusement, aucuresl@ conditions n’étaient complétement
respectée. Les tests statistiques sont plutét tebusce a des distributions non normales
(Kariya et al, 1986). La non-égalité des variances est prise@npte dans des versions
alternatives des tests classiques. Le déséquitiares la taille des groupes pose plus de
problemes, il peut fortement influer sur le nomdeegénes significatifs (Yanegt al, 2007).
Les tests permutés se sont souvent révélé les nadaptés a nos données. Ainsi, il est
nécessaire de pouvoir adapter les méthodes estatifiques au jeu de données étudié. Il n'est
pas toujours possible de modifier le code des progres ou d'implémenter des méthodes
compliquées. Le choix existe dans les méthodesseplus intuitives se montrent parfois les

meilleures (Dudoitt al, 2002 ; Wesselst al, 2005).

L'étude des tumeurs humaines nous ont imposé uaetatique des phénoménes moléculaires
spécifigues aux cellules thyroidiennes. Nous avaluss réalisé des études comparatives
principalement de type différentiel. Sans expéritagon dédiées, nous n’avons pas pu établir
d’études des réseaux de régulation impliqués dasmpathologies. Les données génomiques et
les méthodes bioinformatiques, avec validation s&v@j nous ont permis de trouver les

régulateurs potentiels de DAP3. Nous avons utiieé méthodes tres sélectives (plusieurs
références simultanées, seuils faibles, validatimisée) mais des validations expérimentales

supplémentaires sont en cours.
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Nous allons nous intéresser de facon plus préeizeadénomes micro-folliculaires et a leur

lien significatif avec les tumeurs oncocytairesutgignature spécifigue en comparaison des
autres adénomes et carcinomes laisse penser patilsaient suivre une voie de tumorigenese
différente des adénomes macro-folliculaires. Ndima aussi nous intéresser a la dynamique
de tumorigenese dans les oncocytomes. Nous altadgeé et rechercher des génes impliqués

dans la progression cellulaire et mitochondrialerpt&couvrir des motifs continus.

Les régulations moléculaires directes des pathefogieront étudiées a Il'aide d'autres
expérimentations dédiées. Nous réalisons en colidiba avec la plateforme Transcriptome de
la Génopole Ouest I'étude de facteurs de transonit’intérét par immuno-précipitation de la
chromatine sur biopuces (ChIP-chip). De plus, uoveau projet est en cours pour étudier
l'influence des microARNSs sur tous les types dedurs thyroidiennes. Cette vue dynamique
des pathologies de la thyroide nous permettra depandre les relations de progression
cellulaires et mitochondriales. Un objectif serapdivoir agir sur les nceuds de ces réseaux

pour réprimer la tumorigenese.

L'utilisation de toutes les données publiques paunrous servir & I'amélioration des outils de

prédiction automatique. Il faudra d’abord résoudseproblémes de normalisation des données
qui empéche toute analyse transversale. Il faugsai @onsidérer les méthodes qualitatives qui
contournent ce probleme. Les méthodes multivadéesélection de genes devraient induire de

meilleures performances.

Nous allons commencer un projet de validation andgaéchelle des signatures prédictives
associées au brevet européen. Il s'agit d'utilis®0 échantillons sur 5 sites nationaux (Tours,
Nancy, Paris, Angers et Poitiers) et de mettre lanepune biopuce dédiée. Aprés cette étape,

une application industrielle sera possible danssmo@té de biotechnologie.

En conclusion, I'analyse des données d'expressimgeénomiques de 166 tissus thyroidiens
nous a permis d'établir la classification fonctiela de 90% des pathologies de la thyroide.
Les marqueurs que nous avons définis nous permetiifectuer des classements

automatiques précis. Ces méthodes de diagnostiqsatégées par un brevet européen. Nous
avons résolu la classification de la majorité dedM en cancer papillaires. L'analyse associée
des données transcriptomiques et des séquencesyiisds nous ont permis de déduire les
meilleurs candidats a la régulation d’'un géne paligr impliqué dans la tumorigenése et la
biogenése mitochondriale. Dans le futur, les amalydes tumeurs de la thyroide pourront

intégrer des données d’interaction (micro ARNs,Fethip) ainsi que des données génomiques

138



Classification des lésions thyroidiennes

(Comparative Genome Hybridization, CGH, et Singleleotide polymorphism, SNP) pour

mieux prendre en compte les différences individisetlu sein des groupes de patients.
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5 Matériels et Méthodes

5.1 Tissus biologiques

Les échantillons biologiques des 2 premiers adidet été obtenus a partir de 132 tumeurs
thyroidiennes humaines et 34 tissus de contrdle. tueneurs comportaient 26 adénomes
macrofolliculaires, 17 adénomes microfolliculairts10 T-UMs. Ces derniers étaient définis
par leurs spécificités nucléaires, et la présermcenddifications cellulaires et vasculaires ; ils
ne montraient pas clairement d’invasion capsulaireasculaire. De plus, nous avons utilisé 24
adénomes provenant du plus grand nodule de goituds nodulaire. lls présentaient tous une
architecture macrofolliculaire sauf 1 échantilloicrafolliculaire. Nous avons aussi examiné
30 adénomes oncocytaires et 5 adénomes oncocysiyggues définis sur les mémes critéres
que les adénomes non oncocytaires. Nous avonssidiypes de carcinomes : folliculaires (3
cas), oncocytaires (4 cas) et papillaires (13 daey.échantillons de contrdle étaient 24 tissus

sains, 5 thyroidites auto-immunes et 5 maladieSrdwe.

Les diagnostics ont été faits en accord avec Issiflaation de I'Organisation Mondiale de la
Santé (DeLelliset al, 2004). Quatre-vingt sept échantillons anonymes &é obtenus a
I'hépital Ambroise Paré (APHP, Boulogne sur Seirgnce), et 79 échantillons anonymes au
C.H.U. d’Angers, France.

5.2 Méthodes pour déterminer la taille des groupes

Nous disposons des données d’expression de 25& géne 166 prélevements thyroidiens.

Nous pouvons calculer la variance observée de ehggue dans chacun des 9 groupes de
tumeurs. L'écart type observé de la population ausgsi étre calculé pour évaluer I'effet a

prendre en compte. Nous utilisons la formule suwale calcul de la taille des groupes pour le
testt (Seet al.,2006) :
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ou z représente la distribution normale standaeskt I'erreur de type B est I'erreur de type I,

ES est la taille de I'effet (effect size), s estiéviation standard poolée définie comme :

,-'I (n; — l:lfr']'} + (ns — l‘}rT.':f
s =1/ . ;
\b' 1 + 1 — 2

ou nl est la taille du groupe 1, n2 est la taillegdoupe 2,012est la variance du groupe 1 et

022 est la variance du groupe 2.
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Résumé

L'accident de Tchernobyl, en 1986, a mis en lumiéreancer de la thyroide. Ce cancer, assez
rare, est pourtant en forte augmentation, et cedataméme 1986. Le diagnostic des tumeurs
folliculaires thyroidiennes par analyses anatomuglagiques est parfois difficile. Ce travail
s'intéresse a la classification moléculaire detoeseurs ainsi qu'a la recherche de marqueurs
spécifiqgues a chaque pathologie. En regroupant ahalysant le transcriptome de plus de 90%
des types de Iésions folliculaires de la thyroiaris avons établi une classification moléculaire
globale de ces lésions, nous avons défini des rearguspécifiques faisant I'objet d’'un brevet,
et nous avons permis de préciser le diagnosticadenajorité des tumeurs de malignité
incertaine. L'étude bioinformatique des donnéesdssle biopuces apporte des précisions a la
classification internationale des tumeurs, parigreiment pour les tumeurs oncocytaires,

microfolliculaires et de malignité incertaine.
English title

CHARACTERISATION AND MOLECULAR CLASSIFICATION OF THROID
PATHOLOGIES BY TRANSCRIPTOMIC APPROACH

Abstract

In 1986, the Tchernobyl accident highlighted casadrthe thyroid. This rather rare cancer is
still in progression, and before 1986. Diagnosi$odifcular thyroid tumours by pathologists is
sometimes difficult. This work is about the molesrutlassification of these tumours, and also
the search for specific gene markers for eacheptthologies. By gathering and analysing the
transcriptome of more than 90% of the thyroid tallar lesions, we have established a global
molecular classification of these lesions, we hdetned specific markers in a patent, and we
have brought precisions on the diagnosis of tumoofsuncertain malignancy. The
bicinformatics study of microarray data brings fs@mns to the international classification of
the tumours, particularly for oncocytic tumours,crofollicular tumours and tumours of

uncertain malignancy.
Discipline : Biologie Cellulaire

Mots clés: bioinformatique, cancer, thyroide, puces a AbIdssification



