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LA ECOLE DOCTORALE

universite cancérologie: biologie-
PARIS-SACLAY médecine-santé (CBMS)

Titre : Etude de la régulation de I'expression génique par une approche multi-omique dans

deux modeéles de mélanome uvéal agressif.

Mots clés : Mélanome Uveal, Analyse multi-omique, Instabilité genomique, Topologie de

I’ADN, BAP1, PRAME.

Résumé: Le mélanome uvéal (UM) est un
cancer rare résultant de la transformation des
mélanocytes résidant dans le tractus uvéal et est
associé a un trés mauvais pronostic en situation
métastatique. L'analyse intégrative, comprenant
les altérations du nombre de copies, la
méthylation de I'ADN, les mutations récurrentes
et les profils d'expression génique, a identifié
quatre sous-ensembles moléculaires et cliniques
dans I'UM.

Pour améliorer notre compréhension de la
tumorigenese de I'UM, nous avons effectué une
caractérisation multi-omique approfondie en
comparant des populations de mélanocytes
purs obtenues a partir de deux modeles
agressifs de xénogreffes dérivées de patients
UM (PDX) avec des mélanocytes choroidiens
normaux (NM). Notre étude aborde pour la
premiere fois dans I'UM, la cartographie optique
de I'ADN, l'analyse FISH multispectrale, les
modifications  spécifiques des  marques
d'histones et I'analyse de la topologie de 'ADN
par Hi-C. Les comparaisons de profils
d'expression génique entre les modeles d'UM
agressif et les NM suggeérent que la dérégulation
de la réparation de I'ADN est une

caractéristique de I'UM. De plus, des analyses
cytogénétiques a haute résolution révelent
des signes d'instabilité génomique dans les
échantillons d'UM.

Notre étude a également identifié une
délétion avec des limites hyper méthylées
dans le promoteur du géne BAPT qui se traduit
par l'absence d'expression de ce gene dont
I'inactivation est associée a un risque élevé de
métastases chez les patients UM. Les études
de topologie de [I'ADN révelent des
compartiments  stables des TAD
contenant la majorité des genes exprimés de
maniere différentielle. Il est important de noter
que les modifications de la topologie de la
chromatine sont associées a une régulation a
la hausse de PRAME, biomarqueur
pronostique indépendant reconnu dans I'UM
et une cible thérapeutique potentielle.

avec

un

En conclusion, notre éetude illustre comment
les approches intégratives multi-omiques
peuvent améliorer la compréhension de la
tumorigenese et nouveaux
mécanismes de dérégulation de I'expression
génique dans I'UM.

révele deux
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universite  cancérologie: biologie-
PARIS-SACLAY : médecine-santé (CBMS)

Title : Gene expression regulation analysis by a multi-omics approach in two models of

aggressive uveal melanoma.

Keywords : Uveal Melanoma, Multiomic Analysis, Genomic instability, DNA topology, BAP1,

PRAME.

Abstract : Uveal melanoma (UM) is a rare cancer
resulting from transformation of melanocytes
residing in the uveal tract and is associated with
a very poor outcome in the metastatic setting.
Integrative analysis including copy number
alterations, DNA  methylation,
mutations, and gene expression profiles, has
identified four molecular and clinical subsets in
UM.

recurrent

To improve our understanding of UM
tumorigenesis, we performed an extensive
multi-omics characterization by comparing pure
melanocyte populations obtained from two
aggressive UM  patient-derived xenograft
models (PDX) with normal choroidal
melanocytes (NM). Our study addresses for the
first time in UM, optical DNA mapping,
multispectral FISH analysis, specific
modifications of histone marks and Hi-C analysis
of DNA topology.

Comparisons of gene expression profiles
between aggressive UM and NM models

suggest that deregulation of DNA repair is a
hallmark of UM. In addition, high-resolution
cytogenetic analyses reveal evidence of
genomic instability in UM samples.

Our study also identified a deletion with
hypermethylated boundaries in the BAP1 gene
promoter that results in the absence of
expression of this gene, the inactivation of
which is associated with a high risk of
metastasis in UM patients. DNA topology
studies reveal stable compartments with TADs
containing the majority of differentially
expressed genes. Importantly, changes in
chromatin topology are associated with
upregulation of PRAME, a recognized
independent prognostic biomarker in UM and
a potential therapeutic target.

In conclusion, our study illustrates how multi-
omics integrative approaches can improve the
understanding of tumorigenesis and reveals
two novel mechanisms of gene expression
dysregulation in UM.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DOCTORAL

Le mélanome de I'uvée (UM) résulte de la transformation des mélanocytes qui résident
dans le tractus uvéal qui comprend la choroide, I'iris et le corps ciliaire (Pandiani et al.
2017). Lors des 3 dernieres décennies, les recherches menées sur les mélanomes de
I'uvée ont conduit a de nombreuses avancées permettant une amélioration de la prise
en charge des patients par le diagnostic moléculaire de ces cancers (Robertson, Shih,
et al. 2017), et I'évaluation de thérapies innovantes dans plusieurs essais cliniques.
Néanmoins a ce jour, et bien que le traitement de la tumeur initiale par radiothérapie
et/ou chirurgie permet un bon contréle de la maladie, la moitié des mélanomes uvéaux
vont donner lieu a des métastases principalement hépatiques qui restent associées a
un diagnostic sombre.

La caractérisation d'une série d’'UM par le consortium TCGA (exome, aberrations
chromosomiques, transcriptome et méthylome) a mis en évidence 4 groupes
moléculaires associés a différents pronostics (Robertson, Shih, et al. 2017), reposant
principalement sur la présence d'anomalies chromosomiques spécifiques connues
(monosomie du chromosome 3, gain du bras court du chromosome 6, gain du bras
long du chromosome 8 (Trolet et al. 2009; Cassoux et al. 2014), la présence de
mutations de la voie Gaq, et la présence de mutations mutuellement exclusives des
genes tels que BAPT, SF3B1 et EIFTAX (BSE) (Royer-Bertrand et al. 2016). Environ 20%
des mélanomes de I'uvée ne présentent pas de mutation dans ces génes clés tels que
BAP1, SF3B1 ou EIFTAX, et il est nécessaire de poursuivre les caractérisations pour
mieux comprendre I'oncogenese de ces cancers. Enfin, I'inactivation bi-allélique du
gene BAP1 dans les mélanomes de I'uvée identifiée en 2010 (Harbour et al. 2010) et
plus précisément les fonctions du géne BAP1, nous ont conduit a engager des analyses
épigénétiques. En effet, BAP1 est une déubiquitinase qui joue un role dans le complexe
Polycomb et régule l'ubiquitination des histones, et in fine la compaction de la
chromatine. Certains mélanomes de l'uvée a haut risque métastatique avec des
anomalies récurrentes tels que la perte du chromosome 3 et le gain du bras long du
chromosome 8 sont dépourvus de mutations de BAP1. Bien qu'un bon nombre de
genes semblent dérégulés au niveau transcriptionnel, et que plusieurs voies aient été
proposées comme pertinentes, nous avons entrepris de tester si une analyse
intégrative a large échelle pouvait nous apporter des éléments nouveaux dans la
compréhension des mécanismes de |I'oncogenese de mélanomes de I'uvée agressifs.
C'est dans ce contexte que ce travail de these vise a caractériser plusieurs niveaux de
régulations de |'expression des genes.
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Nous avons ainsi décidé de mener une étude muti-omique sur deux modeles de
mélanome uvéal agressif, I'un exprimant BAP1 et I'autre déficient en BAP1. Des cultures
primaires de mélanocytes uvéaux normaux ont été analysées comme tissu controle. Les
modeles étudiés correspondent a des tumeurs obtenues par greffe d'échantillons
humains chez la souris immunodéficiente (Patient-derived xenografts ou PDXs).

Le développement de modeles animaux, et en particulier de xénogreffes de
mélanomes de I'uvée humains chez des souris a montré l'intérét de ces outils pour
étudier les mélanomes uvéaux agressifs (C. Laurent et al. 2013; Amirouchene-Angelozzi
et al. 2015). Pour mon travail de these, nous avons sélectionné deux modéles PDX
développés a partir d'échantillons de patients qui sont décédés de leur maladie dont
un dépourvu de mutations génétiques de type BSE (modele MP41) et I'autre présentant
une déficience de BAP1 (modele MP46). Par ailleurs, I'usage de mélanocytes normaux
de la choroide humaine maintenus en culture nous a permis de conduire l'analyse de
maniere unique et originale.

L'analyse intégrative multi-omique menée pour ce travail de thése, a consisté a
caractériser puis a comparer 1- les altérations génomiques, 2-l'organisation
tridimensionnelle du génome connue comme régulant l'activité transcriptionnelle
(Dixon et al. 2012; S. S. P. Rao et al. 2014), 3- la méthylation de I'ADN et 4 -le
positionnement de marques épigénétiques activatrices ou inhibitrices de I'activité
transcriptionnelle selon les régulations transcriptionelles observées entre des cellules
normales de choroide et des cellules tumorales fraichement isolées de modeles
agressifs de mélanome de l'uvée.

La mise en place d'outils pour l'isolement de cellules tumorales ainsi que d’outils
d'analyse de l'organisation tridimensionnelle de I'ADN ont constitué des étapes
importantes dans |'avancée de ces travaux.
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INTRODUCTION
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MELANOME UVEAL

A. LES MELANOCYTES

1. Développement embryonnaire des mélanocytes

Les mélanocytes ont pour origine embryonnaire les cellules transitoires de la créte
neurale. Apres |'étape de la gastrulation, étape donnant lieu aux différents feuillets
embryonnaires, et apres la formation du neuroectoderme dans la partie dorsale de
I'embryon, ce feuillet se replie et les cellules a la surface de la créte neurale se
différencient sous l'induction du notochorde durant la phase de neurulation (Figure 1)
(Cichorek, Wachulska, et Stasiewicz 2013; O'Rahilly et Muller 2007; Harris et Erickson
2007). La différenciation du neuroectoderme donne le tube neural, futur systeme
nerveux central, et les cellules de la créte neurale, de par leur localisation, se
différencient d'un phénotype de cellule neuro-épithéliale a un phénotype
mésenchymateux faisant alors partie de l'ectoderme (4° semaine in utero, pour
I'embryon humain). Les cellules de la créte neurale sont caractérisées par |'expression
de facteurs de transcription comme Snail2 (Slug), Sox10, FoxD3, Sox9 leur permettant
de réaliser la transition épithelio-mésenchymateuse, de quitter le tube neural, de
migrer et de se différencier (Bronner et LeDouarin 2012; Thiery et al. 2009).
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Figure 1: lllustration des étapes de la formation des cellules de la créte neurale.

Extrait de Mort R. et al. 2015
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A) Etapes de la neurulation durant laquelle la plaque neurale se replie et donne naissance au tube
neural, et les cellules transitoires pluripotentes de la créte neurale initient leur migration (extrait de
la these d'Alexandre Jourdon, 2015). B) les cellules de la créte neurale migrent selon deux axes :
dorso-latéral donnant naissance au précurseur de mélanoblastes, dorso-ventral, poursuivant leur
différenciation et donnant naissance aux précurseurs de cellules de Schwann et mélanocytes.

Selon la localisation des cellules de crétes neurales et durant leur migration sur |'axe
antéro-postérieur et selon les molécules de la matrice extracellulaire présentes,
certaines voies de signalisation seront activées, donnant lieu a des cellules gliales, des
neurones, des cellules mésenchymateuses et des mélanocytes (Etchevers, Dupin, et Le

Douarin 2018; J. Y. Lin et Fisher 2007; D'Mello et al. 2016; Scholl et al. 2001; S.-J. He et

al. 2005) (Table 1). L'apparition et la différenciation des mélanoblastes humains,
précurseurs des mélanocytes restent a préciser. Pax3 joue un réle crucial dans le
développement des cellules de la créte neurale en régulant la transition des
mélanoblastes vers les mélanocytes matures (Scholl et al. 2001; S.-J. He et al. 2005;
Boudjadi et al. 2018). La régulation transcriptionnelle de SOX10 comme SOX9 jouent
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un réle important dans la différenciation des neurones en mélanoblastes puis en
mélanocytes (Greenhill et al. 2011).

Table 1: Cellules dérivées de la créte neurale

(extrait de la revue Etchevers H, Dupin E, Le Douarin, 2019).

Cell types
Neurons and Pigment cells Endocrine Mesenchymal cells
Glial cells cells

Sensory cranial
ganglionic
neurons

Parasympathetic

Skin
melanocytes

Carotid body

Cranio-facial skeleton:
Dermal bone osteocytes
Endochondral osteocytes

Chondrocytes
Other mesectodermal head
and neck derivatives:

Odontoblasts, cells of
periodontal ligament and

eg., ciliar lomus cells .
( gn Iioni{) Inner ear and | 2 tooth papillae
gang choroid Connective cells of glands,
. neurons
Cephalic melanocytes — muscle and tendons,
Calcitonin- . .
neural . Facial demris and
Schwann cells producing .
crest along PNS nerves cells of the adipocytes
9 Other extra- ultimo- Myofibroblasts, smooth
. . cutaneous . muscle cells and pericytes
Satellite glial cells branchial .
. . melanocytes (cardiac outflow tract and
in PNS ganglia . body .
- (ingums, pharyngeal arch-derived
Enteric lia .
meninges, blood vessels)
heart... Meninges (forebrain
Olfactory ) ges ( . )
. Cornea endothelial and
ensheating cells
stroma cells
Ciliary muscles /anterior
segment of the eye
Sensory (dorsal
root) ganglionic
neurons
Sympathetic
Trunck ganglionic . Adrenal
neurons Skin
neural medullary
melanocytes
crest cells

Parasympathetic
ganglionic
neurons
Satellite glial cells
in PNS ganglia

18



Schwann cells
along PNS nerves

La transcription de MITF (microphthalmia-associated transcription factor) induite par
PAX3/SOX10 permet aux mélanoblastes de proliférer et de migrer entre le
dermomyotone et I'ectoderme selon un axe dorso latéral. DCT (TYRP2) et cKIT sont
alors spécifiquement exprimés dans les mélanoblastes (Figure 2) et permettront la
migration.

Figure 2: Schéma d'activation menant au mélanocyte différencié.

Extracted from Mort et al, 2015.
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Chez les mammiféres, les mélanoblastes dérivent de cellules de la créte neurale (CCN) par
l'intermédiaire de progéniteurs glials SOX10-positif ou mélanoblastes bipotents. L'expression de
SOX10 reste activée dans ces deux lignées. Les mélanoblastes se spécialisent ensuite et acquiérent
I'expression de MITF, DCT et KIT. Apres avoir colonisé les follicules pileux embryonnaires en
développement, certains mélanoblastes se différencient en mélanocytes et produisent la mélanine
comme pigment qui colore le premier cycle pilaire. Un sous-ensemble de mélanoblastes se
dédifférencie (en perdant I'expression de MITF et KIT mais pas celle de DCT) pour former des cellules
souches mélanocytaires dans le renflement du follicule pileux, qui renouvelle les mélanocytes
différenciés par l'intermédiaire d'une cellule de transit, rapidement amplifiée dans les cycles pileux
suivants. L'image a l'extréme droite est celle d'un embryon de souris transgénique exprimant lacZ
sous le controle du promoteur des mélanoblastes Dct. La coloration X-Gal révele des mélanoblastes
colorés en bleu, en particulier ceux migrant de la créte neurale cervicale et dans la téte. Le
télencéphale, les ganglions de la racine dorsale (DRG) et I'épithélium pigmenté de la rétine de I'ceil
sont également colorés.

Le récepteur de type B a I'endothéline (ENDRB, récepteur associé au protéine G) et son
ligand I'endothéline 3 sont nécessaires pour la migration des mélanocytes (H.-O. Lee,
Levorse, et Shin 2003; Shin et al. 1999). Les récepteurs tels que les ephrin receptors
(EpHR), I'endothelin receptor EAnRB2, le récepteur tyrosine kynase cKit, ainsi que les co-
récepteurs de Wnt Frizzleds sont nécessaires a la différenciation des mélanocytes (H.-
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O. Lee, Levorse, et Shin 2003; Hirobe 2011; Cooper et Raible 2009; Sommer 2011; Hari
et al. 2012; Geissler, Ryan, et Housman 1988; Parichy et al. 1999).

Les interactions entre les progéniteurs de mélanocytes avec les cellules environnantes,
en particulier dans l'ceil, restent tres peu décrites. Les échanges conduisant a la
maturation des mélanocytes dans I'épiderme et le derme montrent qu'un sous
ensemble de cellules souches mélanocytaires reste présente dans les follicules pileux
chez la souris, ou dans la couche basale |'épiderme chez I'humain (Toma et al. 2005;
Gleason, Crum, et Murphy 2008; Davids et al. 2009; Mull, Zolekar, et Wang 2015).

Les mutations dans les genes clés de la différenciation des cellules de la créte neurale
en mélanocytes (PAX3, SOX10, MITF), ont mis en évidence des défauts de
pigmentations séveres (comme par exemple dans les syndromes de Waardenburg
Hirsprung, (S. Huang et al. 2021)).

2. Fonction des mélanocytes

La principale étape dans la différenciation des mélanocytes est l'activation de la
mélanogenése conduisant a la formation de mélanosomes : vésicules cytoplasmiques
contenant de la mélanine. Les mélanosomes s'apparentent aux organites de type
lysosomes (« lysosomes related organelles », LROs) du fait de leur composition en
enzymes qui jouent un role dans la maturation des mélanosomes. Les mélanosomes
servent de cargo entre le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique des
mélanocytes. Les mélanosomes sont ensuite accumulés dans les dendrites des
mélanocytes, puis transférées aux kératinocytes de I'épiderme ou ils jouent un réle
photo-protecteur. Un mélanocyte de I'épiderme, peut contacter environ quarante
kératinocytes grace a ses projections dendritiques (Fitzpatrick et Breathnach 1963).

Hormis le fait que les mélanocytes produisent de la mélanine, elles sont également des
cellules immunocompétentes comme cellules présentatrices d'antigénes (Lu et al.
2002; Le Poole et al. 1993) (expression de CD40), et jouent un réle d'immuno-
modulateurs par la sécrétion de cytokines. Les mélanocytes sécretent également une
série de neurotransmetteurs et d’hormones (Slominski 2009). Ces fonctions ont été
montrées soit dans des modeles in vitro, soit in vivo pour des mélanocytes cutanés.
Des défauts de ces fonctions ont été identifiés dans des pathologies telles que le
vitiligo, ou la surdité. Néanmoins les fonctions des mélanocytes de l'uvée, des
méninges, de l'oreille interne, ou du muscle cardiaque restent a approfondir. Les
mélanocytes de la cochlée sont impliqués dans l'ouie et dans I'équilibre (Tachibana
1999). Les mélanocytes des méninges sont associés aux fonctions neuroendocriniennes
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et de réponse au stress oxydatif (Zecca et al. 2008). Les mélanocytes du muscle
cardiaque sont impliqués dans I'arythmie et de fibrillation atriale (via DCT, (Levin et al.
2009)). Les mélanocytes oculaires restent quiescents et en contact du tissu environnant
composé de fibroblastes, de cellules endothéliales, de cellules musculaires, de
neurones. La localisation des mélanocytes dans la face antérieure de I'iris exposée a la
lumiére aux radiations UV a un effet photo-protecteur sur les cellules rétiniennes
pigmentées (RPE), en revanche cet effet est probablement moins important dans les
cellules postérieures, de la choroide (Hu, Simon, et Sarna 2008). Les autres fonctions
associées aux mélanocytes et a la mélanine sont de bloquer les ions métal et ROS (Hu,
Simon, et Sarna 2008; Hu 2005). Du fait de la vascularisation importante de la choroide,
les mélanocytes protegent du stress oxydatif (Weidmann et al. 2017). Il a également
été rapporté que les cellules pigmentées de I'ceil constituaient un réservoir ionique
(Ca2+, (van der Werf, Baljet, et Otto 1992)).

3. Mélanogeneése

La synthese de mélanine est associée a I'étape finale de maturation des mélanocytes
et intervient dans les mélanosomes. Deux types de mélanines peuvent étre produits :
I'eumélanine (pigments marron-noir), phéomélanine (jaune-rouge) (Figure 3). Un
méme mélanocyte peut produire a la fois de I'eumélanine et de la phéomélanine dans
des mélanosomes différents. Le ratio d'eumélanine et phéomélanine définit la couleur
des cheveux, de la peau ou des yeux, ainsi que la protection aux UV, les propriétés anti-
oxydantes ou le stockage en ions. La synthése de mélanine est un processus
enzymatique en 4 phases distinctes, associant des réactions enzymatiques et recourt a
des protéines de structure nécessaires a I'échafaudage des mélanosomes et leur
trafficking intracellulaire.

La premiere étape de synthese de mélanine consiste en I'hydroxylation de la tyrosine
par la tyrosinase (TYR) donnant lieu a la 3-4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) puis son
oxydation en Dopaquinone. Selon la présence ou non de L-cystéine, la dopaquinone
sera transformée en 3 ou 5 —cystinyl DOPA qui apres oxydation et polymérisation
donnera lieu a la phéomélanine. En absence de L-cystéine, la Dopaquinone sera
rapidement transformée en dopachrome. La présence de DCT (Dopachrome
tautomérase, ou précédement Tyrosinase-related protein 2, TRP-2/TYRP2) et TYRP1
(Tyronsiane Related Protein 1) aboutira a la formation de DHICA mélanine (marron
clair). En I'absence de TRP2/ion métal/TRP1, la dopachrome sera décarboxylée (DHI),
puis oxydée et polymérisée pour former la DHI-mélanine (noire/marron foncé).
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La synthése de mélanine dépend d'une cascade initiée par I'hormone a-MSH (a-
melanocyte stimulating hormone ou mélanocortine) produite par les kératinocytes
voisins, par les mélanocytes eux-mémes. Les UV activent la production d’'a-MSH (Nhu
T. et David E. 2019). L'a-MSH active le récepteur au mélanocortine de type 1 (MC1R,
melanocortin-1-receptor) a la surface membranaire des mélanocytes. MC1R, est un
récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé aux protéines G. La liaison du
récepteur MC1R a son ligand, active I'adenyl cyclase, induisant la production d’AMP
cyclique ce qui conduit a la phosphorylation de CREB (cAMP responsive-element-
binding proteins). Cette voie induit I'expression de MITF, facteur de transcription qui
joue un rble clé dans la pigmentation, la survie, et la différenciation de mélanocytes
(Herraiz et al. 2017). Les tyrosinase related proteins 1 et 2 (TYRP1 et TRP2/DCT) sont
activées, ainsi que PMEL (pre melanosome protein 1, une glycoprotéine de 100kDa,
gp100), nécessaire a la formation des pré-mélanosomes. L'adrenocorticotropic
hormone (ACTH) est un agoniste de MC1R, dont l'interaction conduit a I'élévation
d'AMPc et la production d’eumélanine.

Figure 3: Schéma des étapes enzymatiques conduisant a la formation de mélanine.

Extrait de Cichorek et al. 2013.
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La synthese de mélanine donnant lieu a des agents cytotoxiques (quinones), se déroule
dans une structure close, le mélanosome. La synthese de mélanosome se déroule en 4
étapes et varie selon la mélanine produite. Les phases précoces | et Il se distinguent
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des étapes tardives Ill et IV (Figure 4) (Hurbain et al. 2008). La premiere phase de
maturation des mélanosomes est associée a |'utilisation de vésicule sphéroide creuse
provenant du recyclage d'un endosome issu de la membrane cytoplasmique par
endocytose. La glycoprotéine transmembranaire PMEL17 associée a la membrane est
clivée par plusieurs enzymes. La maturation du mélanosome de stade | en stade |
s'accompagne de I'accumulation progressive de ces fibres intraluminales (G. Raposo et
al. 2001; Graca Raposo et Marks 2007). La phase Il est caractérisée par la présence de
matrice fibrillaire composée des glycoprotéines PME17, MART-1, et de tyrosinase. Une
fois clivé Pmel17 se polymérise pour former des feuillets amyloides. Durant la phase Ill,
la mélanine est produite et s'accumule dans le mélanosome. Les enzymes nécessaires
a la synthese de mélanine sont transportées via Adaptor Protein-1 (AP-1) (Theos et al.
2005). La phase IV est caractérisée par le fait que le mélanosome est rempli de
mélanine. Les eumélanosomes et les phéomélanosomes ont des formes et tailles
specifiques. Les eumélanosomes sont larges, elliptiques et contiennent une matrice
fibrillaire, alors que les phéomélanosomes sont petites, sphériques, associées a une
matrice moins dense. Le trafic intracellulaire fait intervenir les kinesine-1 pour le
transfert des mélanosomes vers les dendrites le long des microtubules. Les cellules
pigmentées de |'ceil (mélanocytes de la choroide, du corps ciliaire, de l'iris, ainsi que les
cellules pigmentées de la rétine ou RPE) sont en contact entre elles, et n'interagissent
pas avec des kératinocytes, et ne transferent pas leurs mélanosomes. Les mélanocytes
oculaires restent quiescents et en contact du tissu environnant composé de
fibroblastes, de cellules endothéliales, de cellules musculaires, et de neurones (van
der Werf, Baljet, et Otto 1992).

Des polymorphismes de MCTR ont été associés a des modulations d'activation de MITF.
Des mutations perte de fonction dans les génes clés comme la tyrosinase, TRP1, TRPZ2,
MITF, mais également PAX3, SOK10, KIT, EDN3, EDNRB ont été identifiés dans le
syndrome de Waardenburg-Shas (WS)- Hirschsprung ou plusieurs phénotypes séveres
sont associés et liés a des défauts de migration de cellules de la créte neurale et de
différenciation des mélanoblastes et mélanocytes et des défauts de pigmentation (yeux
clairs, polioses, albinisme, surdité). Des mutations gains de fonctions sur KIT (dont la
voie de signalisation active MITF) ont été identifiées dans les mélanomes de la peau
(Phung et al. 2017).
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Figure 4: Mélanocytes et mélanosomes.
Extrait de Hurbain et al. 2008.

A B.

Stade | Stade Il Stade lll Stade IV

A) Les mélanocytes isolés, observés en microscopie optique présentent de nombreuses extensions
cellulaires (dendrites) ou s'accumulent les mélanosomes. B) les observations faites par microscopie
électronique dans le cytoplasme des mélanocytes (droite) révelent non seulement des mélanosomes
noirs contenant la mélanine (mélanosomes matures IV), mais également des organites non
pigmentés (pré-mélanosomes, compartiments précurseurs des mélanosomes : I-1l). Les dépdts de
mélanine, noirs en raison de leur densité électronique, sont visibles dans les mélanosomes de stades
Il et IV. Echelle microscopie optique : 10 um. Echelle microscopie électronique : 0,2 um. C) Les
mélanosomes de stade | se caractérisent par la présence de vésicules intra-luminales et de manteau
de clathrine (fleche noire) ; les mélanosomes de stade Il sont caractérisés par la présence de fibres
(fleche noire) ; les mélanosomes de stades lll et IV sont caractérisés par le dépot de mélanine sur ces
fibres.

4. Mélanocytes de I'uvée
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Le globe oculaire est constitué de trois couches concentriques : a I'extérieur la sclere
et la cornée constituent une premiere enveloppe fibreuse, ensuite |'uvée constitue la
seconde enveloppe et la rétine tapisse la face antérieure de I'ceil (Figure 5).

Les cellules pigmentées sont présentes dans le tissu rétinien, ou les cellules pigmentées
de la rétine forment un épithélium (RPE : Retinal Pigment Epithelium) au contact des
cellules photosensibles. Les mélanosomes des cellules pigmentées de la rétine
proviennent des étapes de maturation des mélanocytes durant I'embryogenese. Les
mélanocytes de l'uvée sont le deuxieme type de cellules pigmentées, dont la
production de mélanosomes se poursuit a I'age adulte (Lopes et al. 2007).

Figure 5: Structure du globe oculaire.

Source : https://www.cancer.ca
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L'uvée est constituée de 3 parties, la membrane choroidienne, le corps ciliaire et ['iris.
L'uvée est vascularisée, et contient un trés grand nombre de cellules pigmentées. Le
role de I'uvée est de fournir les nutriments a la rétine et a la sclere, lesquels sont
dépourvues de vaisseaux sanguins. Le role des mélanocytes de I'uvée est probablement
d'absorber la lumiére et de jouer un réle face au stress oxydatif (reactive oxygen species
—ROS). L'exemple des syndromes de Waarenburg, ou les défauts oculaires sont limités
a une hypo-pigmentation de l'iris et de la choroide, sans défaut majeur de la vision par
exemple, renforce I'idée que le role des mélanocytes de la choroide est probablement
limité. Ce raccourci est sous-tendu par le peu de données sur les fonctions des
mélanocytes de l'uvée.
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Des cellules pigmentées sont également présentes dans la conjonctive, dont la
structure de la muqueuse est tres proche de I'épiderme. Contrairement aux
mélanocytes de I'uvée qui sont plutdt des cellules rondes, les cellules pigmentées dans
la conjonctive disposent de dendrites leur permettant d'avoir des contacts entres elles
et avec les cellules épithéliales (L. H. Mikkelsen 2020). Les fonctions de ces cellules
restent a préciser.

B. MELANOMES

Les mélanomes constituent une entité tumorale variée, souvent associée a un
diagnostic sombre. Le point commun entre ces tumeurs réside dans le fait qu'elles
partagent un méme précurseur: le mélanocyte. Selon la localisation d'origine du
mélanocyte, le développement tumoral, les altérations génétiques observées et les
traitements seront différents.

Le plus fréquent des mélanomes est le mélanome cutané (91%), suivent les mélanomes
de l'uvée et de la conjonctive (5%), 1% proviennent de mélanomes des muqueuses, et
3% sont d'origine inconnue. Parmi les mélanomes oculaires, 85% sont des mélanomes
de l'uvée et 15% de la conjonctive (L. H. Mikkelsen 2020). Parmi les mélanomes
mugqueux figurent les mélanomes de la téte et du cou (55.4%) de |'appareil génital
féminin (18%), de I'anus et du rectum (23.8%) et du tract urinaire (2.8%) (A. E. Chang,
Karnell, et Menck 1998). Les mélanomes muqueux proviennent des mélanocytes
localisés dans les membranes du nasopharynx, genito-urinaires, anorectales et de
I'cesophage. Les mélanomes de I'uvée, sur le plan clinique, figurent parmi les tumeurs
rares, mais constituent I'entité tumorale la plus fréquente des tumeurs oculaires. Dans
I'ensemble des mélanomes de l'uvée les mélanomes de la choroide (85%) sont
majoritaires et ceux du corps ciliaire et de liris représentent 5-8% et 3-5%
respectivement.

1. Aspects cliniques des mélanomes

Sur le plan clinique, et d'apres le rapport de I'INCA de 2018, les mélanomes cutanés
ont représenté 15 513 cas soit 4.06% des cancers en France (SPF s. d.). Les mélanomes
cutanés apparaissent principalement de facon spontanée mais également a partir de
|ésions primaires comme les naevus, ou les meélanocytoses. Les mélanomes cutanés
envahissent via le systéme sanguins ou lymphatiques, différents organes tels que les
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ganglions, le derme, les poumons, le foie, les os, le cerveau. Parmi les lésions primaires,
les mélanomes cutanés peuvent également dériver de naevus bleus, qui correspondent
a des proliférations mélanocytaires bleu-gris non tumorales. Ces Iésions bénignes, qui
peuvent étre localisées a différents endroits avec des formes différentes, sont issues
des défauts de migrations de cellules de la créte neurale et leur arrét dans le derme
(Griewank et al. 2017; Barnhill et al. 2010; 2008).

Les mélanomes acro-lentigineux sont un sous-type rare qui survient sur la paume des
mains, plante des pieds, ou sous les ongles. Enfin il y a les mélanomes muqueux
concernant les voies nasales, la bouche, la gorge (pharynx), le rectum, le canal anal, la
vulve et le vagin. Les mélanomes muqueux comme les mélanomes acro-lentigineux ont
des pronostics sombres (Bradford et al. 2009; Gumaste et al. 2014; A. E. Chang, Karnell,
et Menck 1998; McLaughlin et al. 2005; Virgili et al. 2007).

Les mélanomes de I'uvée représentent 448 nouveaux cas parmi les 382.000 nouveaux
cas de cancers en France en 2018, selon I'estimation faite par I'lNCA basée sur I'analyse
des données des registres Rancim —Santé Publique France (observations jusqu'en 2015
puis projections jusque 2018)(SPF s. d.). L'incidence des mélanomes de l'uvée est de 3
cas et 4 cas par million respectivement chez la femme et chez I'homme. L'incidence des
mélanomes de |'uvée sur la période 1990-2018 est stable voire a la baisse sur la période
2010-2018 (-1.1% et -1.3% respectivement chez la femme et chez I'homme). Des revues
intégrant plus de cas ont décrit des taux similaires avec 5 cas par million d’habitants et
une incidence stable.(Virgili et al. 2007; A. D. Singh, Turell, et Topham 2011;
Mahendraraj et al. 2016). L'apparition de métastases survient chez 32% des patients
apres 5 années du diagnostic de la tumeur initiale, 50% apres 15 années et 62% apres
35 années. La survie globale médiane est inférieure a 1 an a I'apparition de métastases,
majoritairement hépatiques (Van Raamsdonk et al. 2010; M. J. Rodrigues et al. 2013;
Vivet-Noguer et al. 2019; Mallone et al. 2020)

2. Facteurs de risques des mélanomes

a. Facteurs de risques des mélanomes cutanés

Les facteurs de risques associés au mélanome cutané comprennent des facteurs
environnementaux comme |'exposition aux UV, et de facteurs de risques individuels
tels que l'age d'exposition aux UV, la durée d’exposition et la survenue de coups de
soleil, la couleur claire des cheveux (blonds, roux), la couleur claire de la peau, la
présence de taches de rousseur, la présence importante de naevus (>100), ou la couleur
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des yeux (bleu, vert) (Potrony et al. 2015; Gandini et al. 2005; Ali, Yousaf, et Larkin 2013).
Entre 8 et 10% des mélanomes cutanés sont des formes familiales (Potrony et al. 2015).
Les analyses génétiques ont mis en évidence des geénes de susceptibilités a haute
pénétrance dans le mélanome cutané comme CDKN2A, CDK4, BAPT etc (Figure 6).

Figure 6: Prévalence des mutations germinales a haut risque de mélanome cutané.

Extrait de Potrony et al. 2015 (analyse de 2511 familles)
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La prévalence des mutations dans les génes de susceptibilité au mélanome a haut risque identifiées
a ce jour dans les familles sujettes au mélanome correspond aux informations génétiques de 2 511
familles : 487 mutées pour CDKN2A, 17 CDK4, 24 BAP1, 1 CXC, 1 TERT, 12 POT1, 6 ACD et 5 TERF2IP
respectivement, et 1 958 familles dont la mutation est inconnue. CDKNZ2A, cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A; CDK4, cyclin-dependent kinase 4; BAP1T, Breast cancer 1 (BRCAT) associated protein 1;
TERT, telomerase reverse transcriptase; POT]1, protection of telomeres 1.

Le gene CDKNZ2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2) est le gene le plus fréequemment
muté au niveau germinal dans les mélanomes cutanés (20%). Ce gene est egalement
associé au risque de développer des cancers du pancréas (McWilliams et al. 2011), du
sein (LaDuca et al. 2020) et les cancers liés au tabac (Potrony et al. 2015).

Le gene CDKNZ2A localisé sur le chromosome 9 (9p21) code pour deux protéines
suppresseurs de tumeurs p14ARF et p16INK4A issues d'un épissage alternatif. La
protéine p16 inhibe I'activation de CDK4 avec la cycline D. En I'abscence de p16, CDK4
associée a la cycline D phosphoryle RB; libérant E2F, lequel peut jouer son réle de
facteur de transcription, et activer des genes cibles permettant le déroulement de la
phase S du cycle cellulaire. La protéine p14ARF induit également l'arrét du cycle
cellulaire via la voie p53 et I'apoptose, en séquestrant MDM2 (J. D. Weber et al. 1999).
En I'abscence de p14ARF, I'inhibition est levée, et MDM2 peut jouer son réle d'ubiquitin
ligase de p53, et lever I'effet anti-proliferatif de p53 (Burri et al. 2001).
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Les genes CDK4 (cyclin-dependant kinase 4), et BAPT (BRCA1 associated proteinT)
figurent aussi parmi les génes de susceptibilité associés a un risque élevé de
développer un mélanome cutané. L'oncogene CDK4, localisé sur le chromosome 12
(12q14), est impliqué dans le contrdle de I'avancée de la phase G1 du cycle cellulaire.
La mutation la plus fréquemment retrouvée conférant une prédisposition pour le
mélanome cutané concerne l'acide aminé en position 42 (arginine), correspondant au
domaine de liaison de p16INK4. La mutation de CDK4 empéche [l'inhibition par
p16INK4 et est associée a un gain de fonction qui conduit a une progression du cycle
cellulaire. Les mutations du gene BAPT (décrit ci-apres : page 30) ont été rapportées
dans plusieurs cancers (mélanome uvéal, cancer du sein, mésothéliome, etc.). BAPT est
localisé sur le chromosome 3 (3p21) et code pour une protéine ayant un rble de
suppresseur de tumeurs. BAP1 est une désubiquitinase qui régule de nombreux
processus cellulaires.

D'autres genes de susceptibilité au mélanome cutané sont impliqués dans la
maintenance des télomeres: TERT (telomerase reverse transcriptase) et POTI
(Protection of telomeres 1). TERT est localisé sur le chromosome 5 (5p15), et code pour
une enzyme dont la fonction est de maintenir l'intégrité des extrémités des
chromosomes, en protégeant les répétitions TTAGGG. Le complexe enzymatique évite
le raccourcissement des télomeres et la fusion des extrémités télomériques. L'age et
les UV sont associés aux raccourcissements des télomeres et prédisposent au
développement tumoral. POTT localisé en 7931 joue un role important de chaperon
dans la maintenance des télomeéres évitant des fusions télomériques. Dans ce complexe
chaperon, figurent ACD et TERF2IP qui ont également été rapportés comme genes de
susceptibilités. TERT, POT1, ACD et TERF2IP sont mutés dans moins de 1% des formes
familiales.

De maniére intéressante, d'autres genes comme MCTR, MITF, SIP, TYR, TYRP1, OCAZ,
SLC45A2/MTAP, PAX3 impliqués dans le développement et la maturation des
mélanocytes, ont été identifiés comme associés a un risque modéré de mélanome
cutané. MCTR (Melanocortin 1 Receptor) est un des genes clés de la pigmentation, et
code pour le récepteur 1 a I'a-MSH. Les nombreux polymorphismes de MC1R
conduisent a des défauts de signalisation de 'AMPc et des changements de ratio
eumélanine / phéomélanine, et des effets sur la pigmentation de la peau et des
cheveux. La présence de variants de MCTR donnant un phénotype cheveux roux (Red
Hair Color phenotype, RHC : p.D84E, p.R142H, p.R151C, p.I155T, p.R160W, p.D294H)
sont associés a un facteur de risque modéré de mélanome (Dessinioti et al. 2011; P. F.
Williams et al. 2011). La présence de mutations de CDKNZ2A et de variants MCTR
augmentent ce risque. MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) décrit
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précédemment est un geéne clé du développement mélanocytaire et de la
différenciation. Des variants génétiques dans MITF sont associés au développement et
a la progression tumorale de mélanomes. La présence d'un variant génétique causant
un changement sur l'acide aminé 318 (pE318K) intervient sur un site de SUMOQylation
qui régule la fonction de MITF (Bertolotto et al. 2011). Ce variant faiblement présent
dans la population (environ 0.3% en France, Italie, Angleterre, Australie par exemple)
est enrichi chez des patients atteints de mélanome cutané (1.6 a 2.8%). La protéine
ASIP (Aguti signaling protein) codant pour un antagoniste de I a-MSH, TYR et TRP1
sont eux aussi impliqués dans la mélanogenese et la formation de mélanosome comme
d'ailleurs OCA2 (Oculocutaneous albinism 1l, (L. P. Fernandez et al. 2009)),
SLC45A2/MTAP ou PAX3 impliqués dans le développement des mélanocytes
(Behrmann et al. 2003). Plusieurs génes du systeme immunitaire comme les génes
codant pour les antigénes leucocytaires humains de classe Il (HLA-II,(Planelles et al.
2006)), IRF4 (interferon regulatory factor 4, (Potrony et al. 2017)) ont été décrits comme
facteur de risques selon la presence de polymorphismes. Des genes codants des
protéines impliquées dans le métabolisme de lipides ou des sels minéraux ont été aussi
décrits comme genes de susceptibilité du mélanome cutané: CYP2D6 (cytochrome P50
familiy 2, (Strange et al. 1999)), glutathion transférase (GSTM1 GSTT1, GSTP1, (Ibarrola-
Villava et al. 2012)), FTO (Fat mass and obesity, (lles et al. 2013)), ou VDR (Vitamin D
receptor). Enfin le géne PARPT (Poly ADP-ribose polymerase 1) codant pour une
enzyme jouant un réle crucial dans les voies de réparation des dommages de I'’ADN et
la stabilisation des fourches de réplications de 'ADN a également été identifié comme
gene de susceptibilité (Pefa-Chilet et al. 2013).

b. Facteurs de risques des mélanomes de l'uvée

Les mélanomes de l'uvée concernent surtout les adultes (dge médian 62ans), et
surviennent principalement chez des individus a peau claire (97.8%), (Pandiani et al.
2017). La peau claire et les yeux clairs (bleus ou verts) sont considérés comme facteurs
de risque. L'exposition aux UV n’est pas associée au risque de mélanome uvéal. La
signature mutationnelle de I'exposition aux UV n’a pas été retrouvée dans la quasi-
totalité des mélanome uvéaux (transition C>T) (Furney et al. 2013; Royer-Bertrand et
al. 2016; Robertson, Shih, et al. 2017). Néanmoins quelques rares cas ont montré des
changements C>T, ou CC>TT évocateurs de mutations liées aux UV (Van Raamsdonk
et al. 2010).
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La présence de mutations constitutionnelles de BAP1 a été rapportée dans les formes
rares de cas familiaux ou de mélanomes uvéaux bilatéraux, qui représentent environ
1% des UM (Ewens et al. 2018; Wiesner et al. 2011; Njauw et al. 2012).

Récemment MBD4 (methyl-CpG binding domain 4), localisé comme BAPT sur le
chromosome 3 a été identifié comme géne de susceptibilité dans le mélanome uvéal.
MBD4 est impliquée dans le DNA mismatch repair. La mutation de MBD4 est associée
a une perte de fonction donnant lieu a un taux élevé de mutations sur les méthyl-
Cytosines, CpG (CpG>TpG). L'identification de cette mutation dans le mélanome de
I'uvée chez quelques patients ayant répondu a I'immunothérapie, a permis d'ajouter
MBD4 aux genes d'intérét du mélanome uvéal et peut constituer un marqueur de
réponse a limmunothérapie (inhibiteurs d'immuno-checkpoint). (M. Rodrigues,
Mobuchon, Houy, Fiévet, et al. 2018; Bellacosa 2001; Derrien et al. 2020)

L'étude d'association pangénomique (GWAS) menée a I'Institut Curie en collaboration
avec le Centre National de Génotypage (CNG-CEA) a mis en évidence trois loci de
prédisposition au mélanome uvéal (Mobuchon et al. 2017; 2021). Le locus en 5p15.33
de TERT et CLPTMIL (Cisplatin resistance - relative protein 1 (rs421284: OR = 1.7) est
celui qui a l'odd ratio le plus significatif. Cette région contient plusieurs SNP en
déséquilibre de liaison, mais le principal marqueur rs452384 fixerait les facteurs de
transcription NKX2.4 et GATA4 selon la présence des alleles T ou C et auraient un réle
répresseur ou activateur sur I'expression de TERT et CLPMT1L (Mobuchon et al. 2021).
Deux autres loci ont été identifiés dans I'étude de Mobuchon et al : le locus IRF4 localisé
sur le chromosome 6, et le locus OCA2/HERC2 sur le chromosome 15. Les deux génes
IRF4 et HERCZ2 sont impliqués dans la pigmentation, et leur allele /RF4 :rs12203592,
allele T; HERC2 rs12913832 allele C sont responsables de la couleur bleue des yeux.
Ces polymorphismes génétiques pourraient expliquer la prédisposition qu'ont les
individus aux yeux clairs a développer un mélanome uvéal. Les travaux ont permis de
montrer que bien que l'allele a risque rs421284 de CLPTM1L alléle C prédispose a des
UM de risques métastatiques faibles a élevés, I'alléle a risque de IRF4 était associé aux
disomies 3 ayant un faible risque métastatique. En revanche l'alléle a risque de HERC2
est associé aux monosomies 3 et a un risque métastatique élevé.

3. Prise en charge clinique des mélanomes uvéaux

La prise en charge clinique de la tumeur primaire va dépendre une fois le diagnostique
étabi, de plusieurs parametres. Selon la taille et I'épaisseur, la localisation de la tumeur
et son impact sur la vision, une radiotherapie ou une chirurgie oculaire sera réalisée.
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Parmi les approches de radiothérapie, la protonthérapie et la brachythérapie (plaque
recouverte de radio-éléments, curiethérapie) pourront étre utilisées sur des tumeurs
de petite taille (diametre inférieur a 15mm et épaisseur inferieur a 8 mm), permettant
de préserver le globe oculaire (Mathis et al. 2018; Bilmin et al. 2021). La chirurgie
concerne principalement |'énucléation lorsque la tumeur a un diameétre supérieur a
18mm et une épaisseur supérieure a 12mm.

Le suivi des patients depend des caracteristiques cliniques, histologiques et des
facteurs génomiques pronostics définis au diagnostique de la tumeur primaire. Chez
les patients a haut risque métastatique, le suivi sera régulier en particulier au niveau du
foie (par IRM), sachant le tropisme hépatique important de la maladie métastique chez
ces patients (M. Rodrigues, de Koning, et al. 2019; Kujala, Makitie, et Kivela 2003). La
détection de métastases hépatiques peut conduire a un traitement chirurgical des lors
que la lésion hépatique est résécable et en |'abscence d'une maladie hépatique
disséminée (miliaire). La chirurgie hépatique permet de prolonger significativement la
survie globale de ces patients (Mariani et al. 2009; Gomez et al. 2014). Différents
traitements de chiomiothérapies ont montré des bénéfices limités en termes de
réponse ou de survie. Des inhibiteurs des voies alterées dans I'UM présentent
acteullement des pistes therapeutiques interessantes en developpement.
L'immunothérapie par des inhibiteurs de « checkpoints » comme des anti-PD1 ne se
sont pas averés efficaces sauf dans des tumeurs mutées dans le gene MBD4 et qui
présentent un nombre de mutations aussi elevés que les mélanomes cutanés (M.
Rodrigues, Mobuchon, Houy, Fiévet, et al. 2018). Tres récemment il a été montré que
le Tebentafusp, une protéine bispécifique qui dirige les lymphocytes T CD3+ du patient
contre la glycoprotéine gp100, exprimée par les cellules de la peau et les cellules
tumorales de mélanomes, augmente la survie globale des patients atteints de
mélanome uvéal métastatique (Nathan et al. 2021).

4. Altérations somatiques génétiques et génomiques des mélanomes

Les altérations génétiques décrites dans les mélanomes sont tres variées et dépendent
du type de mélanome. La description des altérations qui suit a pour objectif de montrer
les différentes catégories d'altérations et les signatures actuellement utilisées pour la
prise en charge de ces cancers.
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a. Charges mutationnelle et signatures mutationnelles dans les mélanomes

Les mutations ponctuelles dans la séquence codante de genes suppresseurs de
tumeurs donnant lieu a des pertes de fonction, ainsi que sur des genes activateurs ou
oncogenes, constituent la situation la plus simple pour l'initiation de I'oncogenese.
Cependant un panel d'altérations génétiques peut survenir dans des régions clés de la
régulation de l'expression des genes: des variants de nucléotides dus a des
substitutions (SNV, single nucleotide variant), des insertions/délétions (indel), des
variations génétiques de grande taille simples ou complexes (indel, inversion,
duplication-inversion, etc) et des altérations du nombre de copies allant jusqu’a des
altérations de la ploidie ont été décrites dans les cancers (Alexandrov et al. 2013; 2020).
Ces altérations conférant alors des capacités de prolifération, d'échappements aux
mécanismes de rétrocontroles et d'apoptose, de migration, de l'activation de
I'angiogenése pour I'acces aux nutriments, de I'échappement au systeme immunitaire
ou de recrutement des cellules normales environnantes (Hanahan et Weinberg 2011;
Hanahan 2022).

La quantification du nombre de mutations par million de paires de base (megabase)
par les travaux de I'équipe de Mike Stratton pour |'International Cancer Genome Project
a permis de montrer que les mélanomes de la peau sont ceux qui présentent le plus
grand nombre de mutations (Figure 7). Les mutations de ces mélanomes
correspondent a la signature mutationnelle 7 qui est associée aux UV (Figure 8) (Pfeifer
et Besaratinia 2012; Hayward et al. 2017).
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Figure 7: Taux de mutation par megabase dans les mélanomes cutanés.
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A) Taux de mutations détectés dans les mélanomes cutanés, et de type mucosal et acral extrait de
Hayward, 2017. (Taux de substitution/indel (SNV, haut) et nombre de variants structuraux (bas)). B)
Taux de mutations par Mb extraits de Alexandrov et al, 2013.
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Figure 8: Caractéristiques des mutations identifiées par séquencage massif associées au mélanome
cutané.
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A) Signature 7 et conversion C>T principalement retrouvée dans les mélanomes cutanés. B) Dans
le groupe des mélanomes cutanés la signature 7 prédomine (C>T) Chaque bar représente un
individu et le nombre de mutations par Mb par signature est représenté sur I'axe des ordonnées.

Dans le mélanome de la choroide, nous avons pu montrer que le taux de mutations
par Mb dans une petite série de 12 mélanomes uvéaux était trés faible (inférieur a 1
SNV/Mb) comparativement a d'autres mélanomes et a d'autres types de cancers
(Figure 9A et B). Bien que des mutations aient été identifiées, elles concernent des
conversions C>T et A>G mais ne correspondent pas a des mutations di ou tri
nucléotidiques C>T plutdt en 3' comme observées dans la signature liée aux UV (Figure
9 C et D) (Pfeifer et Besaratinia 2012). Ces résultats ont été confirmés par les travaux

du consortium TCGA UM (Robertson, Shih, et al. 2017).
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Figure 9 : Caractérisations de la charge mutationnelle des mélanomes de |'uvée et de la proportion
de mutations observées.
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b. Altérations génétiques des mélanomes cutanés

Les mutations récurrentes identifiées dans le travail du TCGA ont permis de classer les
mélanomes cutanés en 4 groupes selon la présence de mutation BRAF, RAS, NF1 ou
I'absence de ces 3 mutations (Akbani et al. 2015).

Environ la moitié des mélanomes cutanés présentent des mutations de BRAF (40-50%,
(Davies et al. 2002) majoritairement sur le codon V600. BRAF est une
séronine/thréonine kinase qui est normalement activée par des GTPAses comme RAS
dont I'activation fait suite a I'engagement d'un récepteur a activité tyrosine kinase par
son ligand. L'activation de BRAF entraine la phosphorylation de la MAPK (mitogen-
activated protein) MEK, puis ERK1/2 qui a leur tour vont activer plusieurs facteurs de
transcription comme MYC et JUN, qui sont impliqués dans le controle du cycle cellulaire
et de I'apoptose. Ainsi, une mutation activatrice de BRAF (la plus fréquente étant
V600E) conduit a une augmentation de l'activité kinase et une perturbation de la
régulation du cycle cellulaire.

Dans la super famille des protéines G, la famille de petites protéines G monomérique
(20-30KDa) RAS est constituée de 5 familles : les protéines Rho, Rab, Arf, Ran et Ras.
Les protéines G ont une fonction de switch moléculaire et sont localisées au niveau de
récepteurs transmembranaires. La liaison des protéines transmembranaires liées a des
protéines G (GPCRs) par leurs ligands induit des modifications structurales favorisant
le couplage du récepteur a la protéine G. Ce couplage va se suivre d'une fixation du
GTP et une dissociation des 3 sous-unités constituant la protéine G et ces sous-unités
dissociées activent une série d'effecteurs spécifiques.

Des mutations des protéines HRAS, KRAS et NRAS ont été rapportées dans 25% des
cancers (Hobbs, Der, et Rossman 2016), avec KRAS comme le plus fréquemment muté
(85%), suivi par NRAS (11%) et HRAS (4%). Dans les mélanomes cutanées, NRAS est le
plus fréequemment muté (25%) alors que HRAS et KRAS le sont plus rarement (1-3%)
(Vanni et al. 2020). Des mutations « gain de fonctions » ont lieu et sont majoritairement
localisées sur les codons Q61 sinon en G12 ou G13 modifiant le site d'interaction avec
I'effecteur de RAS (G-Exchange proteins, GEF), maintenant la forme active RAS-GTP,
contribuant ainsi a l'activation de la voie de signalisation RAS-CRAF-MEK-ERK, et la
voie PI3K-mTOR-cyclin D1 (Figure 10) (Randic et al. 2021).

Neurofibromin1 (NFT) est également muté dans environ 15% des CM. Cette mutation
associee a une perte de fonction affecte la fonction de NF1 comme régulateur néegatif
de RAS, ce qui conduit a maintenir RAS dans sa forme active et par cascade stimule la
voie des MAPK (Vanni et al. 2020; W. Guo, Wang, et Li 2021).
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Figure 10: Genes mutés et voies de signalisation altérées dans le mélanome cutané.

Extrait de Guo, W. et al, 2021.
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Amp :Amplification, CDK: cyclin-dependent kinase, Del: délétion, GPCR: G protein-coupled
receptor, Mut: mutation, P: (dans un cercle rose) phosphate, p14ARF et p16INK4A : variants
d'épissage codés par le gene CDKN2A, PIP2: phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate, PIP3:
phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate, PTEN: phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate  3-
phosphatase, et protéine phosphatase a double spécificité, RB : protéine associée au rétinoblastome,
RTK : récepteur tyrosine kinase, SCF : cytokine, facteur de croissance de cellules souches.

C. Wtérations génétiques des mélanomes uvéaux

Les mutations activatrices de la voie Gaq comme premier événement
oncogénique

Parmi les mutations les plus fréquentes dans le mélanome de |'uvée, les mutations des
sous unités alpha des récepteurs aux protéines G, GNAQ et GNATI1, ont été les
premieres décrites. Ces mutations mutuellement exclusives sont présentes dans
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environ 85% des UM, et ont été décrites comme le premier évenement « driver » de
I'oncogenese.

Les protéines G sont les principaux effecteurs des GPCR et comprennent trois sous-
unités : Go, GP et Gy). La superfamille des récepteurs aux protéines G est constituée de
800 protéines a 7 domaines transmembranaires dont la moitié des récepteurs est
associée a des fonctions sensorielles, par la fixation de neurotransmetteurs, hormones
par exemple, et I'autre moitié a d'autres fonctions de signalisation par la fixation de
molécules de tailles diverses. Les récepteurs membranaires associés aux protéines G
trimériques (a, B, y) permettent d'engager une cascade de signalisation via I'hydrolyse
du GTP liée a la sous-unité o.

A ce jour 23 sous-unités a ont été identifiées chez I'homme, ainsi que 5 sous-unités 3
et 12 sous-unités y. Les 23 sous unités o sont subdivisées en 4 catégories:
Gai1/i2/i3/o/t-rod/gust/z, Gas/Olf, Go. q/11/14/16, Ga12/13, dont chaque catégorie a
des effecteurs et des fonctions spécifiques (Simon, Strathmann, et Gautam 1991). Les
sous unités a. sont composées de deux domaines principaux : un domaine de liaison a
la guanine qui présente une forte homologie aux protéines GTPases comme RAS, ainsi
gu'un domaine en hélice dont I'ensemble forme une poche pour la liaison de la guanine
et permet I'hydrolyse du GTP en GDP. A I'état inactif la sous unité o est liée au GDP et
aux sous unités B et y. Lors de la fixation d'un ligand au GPCR, le GDP est remplacé par
un GTP via une G exchange factor (GEF). Lorsque la sous unité Ga est liée au GTP, la
liaison aux sous unités B et y est réduite en termes d'affinité, la dissociation de la sous-
unité a permet I'hydrolyse du GTP en GDP, puis la réassociation de la sous-unité o aux
sous-unités B et y. La caractérisation fonctionnelle des mutations de différentes sous-
unités o dans des modeles cellulaires (fibroblastes murins 3T3 principalement) a
montré que ces mutations déclenchaient une transformation oncogénique. Cela a été
montré pour GNA/2 Q205L murin équivalent a la mutation Q209L humaine ; GNAQ
Q205T murin équivalent Q209L humain (Kalinec et al. 1992) ; GNA12 / GNA13 murin
(Xu, Voyno-Yasenetskaya, et Gutkind 1994; Xu et al. 1993), Ga z Q205L murin (Wong
et al. 1995), GNAI2 R179C chez le rat (Gupta et al. 1992; Pace, Wong, et Bourne 1991)
ou encore GNAO Q205L murin (Ram, Horvath, et lyengar 2000). Les mutations
identifiées dans ces différentes sous-unités o sont plutot associées a des gains de
fonctions (GNAQ/11, (Van Raamsdonk et al. 2010; 2009; Moore et al. 2018)) plutot qu'a
des pertes de fonctions (GNAS, (Lania, Mantovani, et Spada 2006)).

Dans le mélanome de l'uvée, les mutations les plus fréequentes pour GNAQ et GNAT1T

concernent les codons Q209L et R183 (Van Raamsdonk et al. 2009; 2010). Comme

indiqué auparavant ces mutations sont activatrices puisqu’elles maintiennent la sous-

unité de GNAQ/GNA11 liée au GTP. Ce gain de fonction se traduit par une activation

de voies de signalisation telles RAF-MEK-ERK, ainsi que la voie YAP (Feng et al. 2014).
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Plus récemment, des mutations activatrices mutuellement exclusives ont été décrites
dans d'autres genes de la voie Gaq telles que la protéine Phospholipase C -4 (PLCB4)
effecteur de Gaq (mutation sur le codon D630) et CYSLTR2 qui est un GPCR (sur le
codon L129) (P. Johansson et al. 2015; Moore et al. 2016; 2018). La mutation sur le
codon D630, dans le domaine catalytique de PLCB4 maintient la voie de l'inositol
phosphate activée, en catalysant activement I|'hydrolyse a la membrane du
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) (Rhee 2001) en inositol triphosphate et
diacylglycerol (DAG), ce second messager permettant alors I'activation des protéines
kinase C. Le récepteur 2 a I'hormone cystenil leucotriene (CYSLTR2) est un membre de
la famille des récepteurs associés au protéines G, dont la mutation sur le codon 129
active constitutivement Goq et confere un phénotype tumorigénique (Moore et al.
2016). Le travail de Moore et collaborateurs a montré que les mutations de la voie Gaq
(CYSLTR2, GNAQ/GNATT, PLCB4, figure 11) sont présentes dans pres de 96% des UM
en compilant les données du TCGA UM (80cas) et de 3 autres datasets (UNI-UDE : 22
cas, CRUK :9 cas, QIMR : 25 cas).

Ces mutations de GNAQ, GNAT1, PLCB4, et CYLSTR2 ne sont pas liées au pronostic des
mélanomes de |'uvée. Les mutations de GNAQg/11 sont d'ailleurs présentes dans des
lésions mélanocytaires bénignes et en particulier dans les naevus bleus (Van
Raamsdonk et al. 2009; M. R. Roh et al. 2015; Bender et al. 2013) et ne peuvent donc
pas étre associées seules a la transformation tumorale.
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Figure 11: Mutation des génes de la voie Gaq et activation de voies de signalisations.

Extrait de Vivet-Noguer, et al 2020.
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Les mutations récurrentes dans GNAQ, GNATT1, PLCB4 et CYSLTR2 (éclair noir) sont mutuellement
exclusives et déclenchent I'activation de la signalisation Gaq et des voies connexes (voies Akt/mTOR,
Whnt/B-caténine, Yes-associated Protein (YAP) et MAPK) dans I'UM.

L'activation de la voie MEK/ERK dans les mélanomes de l|'uvée consécutive aux
mutations de la voie Gaqg, a conduit a I'évaluation d'inhibiteurs de MEK dans des
modeles cellulaires (Khalili et al. 2012; Ambrosini et al. 2013) puis dans des essais
cliniques. Un de ces essais a évalué I'efficacité de I'inhibiteur de MEK, le Selumetinib en
combinaison avec la Décarbazine comme agent de chimiothérapie versus la
Décarbazine seule dans un essai de phase 3 multicentrique randomisé (SUMIT) chez
des patients métastatiques (Carvajal et al. 2018). Bien que la combinaison ait été bien
tolérée, peu de bénéfice sur la survie sans progression a été constaté. Des travaux plus
récents sur des modeles animaux ont montrés des résultats préliminaires plus
intéressants en combinant deux thérapies ciblées ciblant MEK1/2 et ERK1/2 ou MEK1/2
+ mTORC1/2 (Decaudin et al. 2018).

Les combinaisons ciblant les voies PI3K/AKTmMTOR et PKC ainsi que la combinaison

d'inhibiteur de PKC et p53/MDM2 ont montré également des résultats intéressants

avec des effets additifs voire synergiques sur des modeles in vitro et in vivo dans des

modeles animaux (Carita et al. 2016). Les travaux de Carita et al, ont effectivement

montré que l'inhibiteur de PKC3 , AEBO71 associé a un anti p53-MDMD2 (CGM-097
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(Holzer et al. 2015)) avait un effet significatif sur un panel de 5 modeéles d'UM, associé
a une augmentation de l'apoptose. Ces travaux ont également montré que I'AEBO71
associé a un anti mTORC1 (RADO01) donnait une réponse anti-tumorale importante
sur 3 (2 régressions et 1 inhibition de croissance) des 5 modeles testés, supérieure a la
combinaison associant 'AEBO71 et un inhibiteur ciblant MEK1/2 (MEK162). La mise en
évidence de la régulation par MDM2 et MDMX/HDMX/MDM4 de P53 a constitué une
voie thérapeutique intéressante dans les cancers surexprimant MDM2/4 (de Lange et
al. 2012; Melo et Eischen 2012). L'usage combiné d'inhibiteur de MDMX telle que la
Nutlin3 a I'AEBO71 (Sotrastaurin) (Heijkants et al. 2018) a montré des résultats
encourageants sur plusieurs modeles d'UM renforcant I'intérét des inhibitions de PKC
et MDM et le développement d'inhibiteurs spécifiques (Vivet-Noguer et al. 2019).

La voie mTOR et Hippo présentent également un intérét thérapeutique (Liang et al.
2014). En effet YAP est un effecteur de la voie Hippo (Dong et al. 2007), et normalement
phosphorylé par MST1/2 LATS1/2 pour participer a cette cascade de kinases dans le
cytoplasme, mais YAP peut aussi étre activé via Trio-Rho-FAK (Feng et al. 2014; 2019).
Il a été montré in vitro que les modeles cellulaires d'UM contenaient peu de YAP
phosphorylé dans leur cytoplasme et que YAP était localisé majoritairement dans le
noyau (F.-X. Yu et al. 2014) pouvant alors se lier, avec TAZ, aux facteurs de transcription
TEAD et induire la prolifération (B. Zhao et al. 2010). Les travaux de Li et al, ont permis
de mettre en évidence grace a un modele d'UM inductible en bloquant LATS1/2 dans
le tractus uvéal, que les facteurs de transcriptions YAP/TAZ/TEAD permettaient
I'activation de genes impliqués dans le voie RAS/MAPK via RasGRP1 par exemple (H. Li
et al. 2019). Dans ce travail, I'inhibition de la voix MEK et de YAP (via TEAD4) a montré
des résultats encourageants comme le blocage de la migration, ou la réduction de la
formation de colonies. Comme ces résultats ont montré que les UM résistants aux MEKi
pouvaient étre sensibles a I'inhibition de la voie YAP, il apparait intéressant d'évaluer
les inhibiteurs de cette voie dans différents contextes. Les travaux de Lee et al, ont par
exemple pu mettre en évidence que dans des contextes BAPT déficients, la voie Hippo
était dérégulée, via la deubiquitination de LATS2 par BAP1, et que les pertes de
fonctions de BAP1 dans des modeles de KRAS muté contribueraient a |'activation de la
voie YAP/TAZ (H.-J. Lee et al. 2020) Par ailleurs l'activation de YAP, via FAK est
intéressante. Actuellement la compréhension de I'activation de la voie YAP focalise
I'attention de nombreuses équipes pour le développement d'inhibiteurs.

L'activation de la voie Gaq passe de fagon canonique par PLCB4, RASGRP3, puis ERK et
MAPK (Moore et al. 2018). Néanmoins les travaux de Feng et al de 2019 (Feng et al.
2019) utilisant les données du TCGA de I'UM et du mélanome cutané ont permis
I'identification du géne PTK2 codant pour la protéine FAK (Focal Adhesion Kinase), dont
I'activation est indépendante de |'activation de PLCB4. De plus ces travaux ont permis
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de compléter notamment leurs précédents travaux sur l'activation de la voie YAP1 et
I'activation de TRIO et RHOA.

Second événement oncogénique : BSE (BAP1-SF3B1/SRSF2-EIF1AX)

Comme mentionné plus haut, I'activation de la voie Gaqg n’est pas suffisante pour la
transformation des mélanocytes de I'uvée, la progression tumorale. Dans les dernieres
années une série de mutations ont été décrites et montré jouer un rdle dans
I'oncogenese de 'UM.

BAP1

En 2012, William Harbour et son équipe ont décrit des mutations inactivatrices de
BRCA1 Associated protein 1 (BAPT) dans les formes d'UM a haut risque métastatique.
Ces mutations sont présentes dans 38% des tumeurs primaires et dans 84% des formes
métastatiques(Harbour et al. 2010; Robertson, Shih, et al. 2017; Ewens et al. 2018). La
localisation de BAP1 sur le chromosome 3 (3p21), renforce son caractere geéne
suppresseur de tumeurs : la perte d'un chromosome 3 (monosomie 3 ou isodisomie 3)
et la présence d'une mutation inactivatrice sur l'allele restant conduit a l'inactivation
bi-allélique de la fonction de BAP1T.

Des travaux portant sur BAPT en 1998 ont d'abord suggéré une fonction dans la
régulation de BRCA1 (Jensen et al. 1998), suggérant ainsi un role de gene suppresseur
de tumeurs. Ensuite des travaux chez la drosophile ont montré que Calipso, homologue
de BAP1, était une déubiquitinase (ubiquitin carboxy-terminal hydrolase (Nijman et al.
2005) ciblant la lysine 116 de I'histone H2A suggérant un réle dans les complexes
Polycomb et plus particulierement dans le complexe répressif : PR-DUB (Polycomb
repressive deubiquitinase) (Scheuermann et al. 2010). Les complexes polycomb PRC1
et PRC2 ont des fonctions complémentaires dans la compaction de la chromatine et la
répression de l'expression des genes. Le complexe PRC1 permet la mono-
ubiquitination des histones H2A sur la lysine 119 via les enzymes E1/E2/E3, et PRC2
permet la di-triméthylation des lysines 27 des histone H3 via EZH2. Le complexe PR-
DUB composé de BAP1 et des protéines ASXL1/2/3 permettrait de moduler I'activité
de PRC1 en deubiquitinant la lysine 119 des histones H2A. Par ailleurs, les travaux de
I'équipe du Dr Margueron ont confirmé I'interaction de BAP1 avec ASLX1/2 et montré

43



que les complexes BAP1/ASLX1 et BAP1/ASLX2 interagissaient directement, de
maniere transitoire, avec HCF1, FOXK1/2, MBD5/6, et KDM1B. Ce travail a démontré
que ces complexes intégrant BAP1 sont essentiels a l'activité transcriptionnelle de
certains genes (impliqués dans le développement par exemple), mais que les genes
dépendant de l'activité de BAP1 n'étaient pas soumis au contrdle du complexe PRC2.
En effet, les genes dérégulés apres la perte de BAP1, ne sont pas restaurés apres la
délétion d'EZH2. (Campagne et al. 2019) Ces résultats suggerent donc que les
complexes BAP1 jouent un role de co-activateurs de la transcription en opposition avec
le complexe PRC1 uniquement. Par ailleurs la co-localisation de BAP1 avec la RNA
polymérase Il au niveau de régions inter-géniques et d'introns ainsi qu’au niveau de
régions enrichies en marque H3K27Ac suggere que BAP1 joue un rble au niveau
d’'éléments régulateurs a distance (enhancers).

Les principales altérations épigénétiques d'interét dans le mélanome uvéal sont liées a
la perte de fonction de BAP1 dont les conséquences pour le complexe PR-DUB, portent
sur la dé-ubiquitination des lysines des histones H2A et le contrdle de génes cibles des
complexes polycomb PRC1 et PRC2 (Conway et al. 2021). La perte de BAPT, en plus
d'étre associée a une augmentation de H2AUb sur les genes cibles de PRC1, semble
étre associée a une modification des positions de H3K27me3 et leur enrichissement
sur les régions intergéniques. Ces modifications pourraient conduire a des effets
régulateurs sur la compaction de la chromatine et a l'inhibition des régions régulatrices
a distance des promoteurs. La mise en évidence dans la cohorte TCGA d'une signature
de méthylation propre au groupe 4 qui est associée a la perte de fonction de BAP1
suggere également un lien étroit entre régulation de la méthylation et perte
d’'expression de BAP1 dans les formes les plus agressives d'UM. Le traitement avec un
inhibiteur d'histone déacétylases (HDAC) des modeles BAPT déficients a montré la
réactivation de genes connus comme étant sous controle de BAP1 au cours du
développement et de la différentiation chez le xénope (voie Wnt et Hippo) (Kuznetsov
et al. 2019). Dans ces travaux, I'équipe de William Harbour a en effet montré une
accumulation de H2Aub et H3K27me3 dans le promoteur de ces genes lorsque BAP1T
est déficient, concomitante a une perte de marque H3K27Ac. L'utilisation d'inhibiteurs
pan-HDAC (SAHA, suberoylanilide hydroxamic acid) ou spécifique de HDAC4 (par
morpholino), a permis de rétablir I'expression de ces genes chez le xénope (sox2, bra,
msx1, and fzd7). Bien qu'aucun lien direct n'ait été établi entre la perte de fonction de
BAP1, I'ubiquitination de H2Aub et la localisation de H3K27ac dans ces travaux ou dans
d'autres plus récents (Ishi et al. 2022), il semble intéressant d'analyser ces marques dans
I'UM dans un contexte BAP1 déficient ou non. La surexpression de EZH2 dans les
formes les plus agressives d'UM (Cheng et al. 2017) renforcent I'intérét d'investiguer
I'intrication des complexes Polycomb, le positionnement des marques qu'ils contrdlent,

et les genes régulés.
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Il a été montré que BAP1 est impliqué non seulement dans la régulation de la réponse
aux dommages a I’ADN (domaines de liaisons a BARD1 et BRCA1, DNA Damage Repair,
DDR), mais également dans la régulation de l'activité transcriptionnelle (via HCF1,
FOXK1/2) et par extension dans la régulation du cycle cellulaire et de la prolifération,
I'apoptose, mais également dans la régulation de la réponse immunitaire (Louie et
Kurzrock 2020). La perturbation des mécanismes de régulation des complexes
Polycomb présente un intérét thérapeutique, et fait I'objet de développements
d'inhibiteurs comme ceux ciblant les histones déacétylases (HDAC inhibitors)
(Chokhachi Baradaran et al. 2020), des inhibiteurs d'EZH2, ou encore des inhibiteurs de
PARP du fait de la perte de fonction de BAP1 et son réle potentiel avec BARD1 dans la
réparation des dommages a I'ADN (de Koning et al. 2019). L'évaluation de certains
inhibiteurs a pu montrer des résultats intéressants dans des expériences in vitro sur un
type tumoral, non confirmés dans d'autres modeles ou BAP1 est défaillant. Les
inhibiteurs d'EZH2 EPZ011989 et EPZ-6438 / Tazemetostat ont montré des résultats
encourageants dans le mésothéliome (LaFave et al. 2015) mais ils n‘ont pas d'effet sur
les genes cibles (HOX) ou sur la prolifération cellulaire dans des modeles de mélanomes
uvéaux que BAPT soit fonctionnel ou non (Schoumacher et al. 2016). Enfin I'association
de la déficience de BAP1 a I'immuno-inflammation pourrait étre utilisée pour orienter
l'usage d'inhibiteurs d'immuno-checkpoint comme des anti-PDL1 ou anti CTLA4
(Danielli et al. 2012; Algazi et al. 2016; Dougall et al. 2017; van der Kooij et al. 2017).
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Figure 12: Fonctions de BAP1.

Extrait de Louie, et al 2020.
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BAP1 régule la voie de réparation des dommages a I'ADN par des interactions avec BRCA1, BARD1
et RAD51. BAP1 interagit avec Host-Cell Control Factor 1 (HCF1) dans un certain nombre de
processus impliqués dans le contréle du cycle cellulaire et la prolifération cellulaire. BAP1 se lie a
ASXL pour former le complexe PR-DUB, responsable de la régulation de la chromatine par la
désubiquitination de I'histone H2A. La protéine BAP1 est associée a un certain nombre de voies de
régulation de la mort cellulaire, I'apoptose, la ferroptose et dans la régulation immunitaire.

Des mutations de BAPT a l'origine d'une perte d'expression de la protéine ont été
décrites dans 30 a 40% des mélanomes de l'uvée (Harbour et al. 2010; Ewens et al.
2018), mais aussi dans les cancers du sein (<1%) (Encinas et al. 2018; Murali, Wiesner,
et Scolyer 2013), les mésothéliomes (Testa et al. 2011; Nasu et al. 2015; Bott et al. 2011),
les mélanomes cutanés (18%) (Wadt et al. 2012) ainsi que dans les carcinomes rénaux
(9%) (Pefna-Llopis et al. 2012; Toussi et al. 2020). Les mutations de BAPT décrites sont
soit des substitutions d'un nucléotide menant a des mutations faux-sens ou non-sens,
a des insertions/délétions conduisant a des décalages du cadre de lecture, a des
mutations sur des sites d'épissages, ainsi qu'a des délétions de régions plus larges
emportant des exons codants pour des domaines clés de BAP1 (Figure 13): domaines
UCH (Ubiquitin carbocyl hydrolase), une région d'interaction avec BARD1, un domaine

46



de liaison a HCF1, un domaine de liaison a BRCAT, et YY1, et deux séquences de
signalisation nucléaire (séquence NLS).

Figure 13: Mutations de BAPT.

Extrait de Harbour, et al 2010.
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Les sites actifs de BAP1 (U, C, H, D) sont indiqués par des astérisques, dont la cystéine entourée en
rouge correspond au site catalytique de déubiquitination au niveau des lysines portées par les
histones H2A.

La présence d'une mutation dans le géne BAPT peut ne pas étre détectée apres
séquencage de I'ADN dans quelques cas (Figure 14), (Royer-Bertrand et al. 2016;
Amirouchene-Angelozzi et al. 2014; Yavuzyigitoglu et al. 2016), néanmoins la perte
d’'expression du géne peut étre détectée au niveau ARN, ainsi qu'au niveau protéique
par des technique d’'immunohistochimie (Koopmans et al. 2014), ou par western blot
(Amirouchene-Angelozzi et al. 2014). Il est a noter que bien que le niveau d'expression
du géne BAPT soit stable au niveau ARN, il a été montré que la surexpression du miR-
31 pouvait réguler la fonction de BAP1 via |'extrémité 3'-UTR du transcrit de BAPT,
conduisant a la perte d'expression de la protéine BAP1 dans le cancer du poumon et
du col (M. Yu et al. 2016; N. Wang, Li, et Zhou 2017). Le gene BAPT étant localisé en
3p21, la présence d'une mutation associée a la perte du chromosome 3 renforce le réle
suppresseur de tumeur de BAPT dans les formes d'UM a haut risque métastatique, mais
aussi dans le mésothéliome ou d'autres pathologies associant une perte de la région
de BAP1 (3p21). La mise en évidence de mutations somatiques et germinales de BAP1
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a conduit a la définition d'un syndrome BAP1 de prédisposition au cancer (BAP1-tumor
prédisposition syndrome, BAP1-TPDS). La présence de mutations BAPT germinales
conduit a lI'apparition de formes plus précoces et plus agressives de cancer (Rai et al.
2016).

Figure 14: Détection de mutation dans le gene BAPT vs présence de BAP1 dans le noyau.

Extrait de Royer-Bertrand, et al 2016.
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L'immunohistochimie réalisée sur une tumeur primaire (PUM9) ainsi que deux métastases d'UM
(MUM2 et MUM9) montrent I'absence de protéine BAP1 nucléaire alors qu'aucune mutation n'a été
détectée par séquencage complet du génome des tumeurs correspondantes.

SF3B1 et autres facteurs d’'épissages

Le processus complexe de maturation des ARN pré-messagers en ARN matures
fonctionnels est effectué au sein de la machinerie du spliceosome, par des facteurs
d'épissage tels que les protéines ribonucléiques et petits ARN nucléaires (snRNPs) pour
permettre notamment I'excision de séquences introniques, ou exoniques. La
machinerie d'épissage contient deux types de complexes du spliceosomes. Le principal
complexe de type U2 est composé des éléments U1, U2, U4/Uub et U5, qui catalyse la
plupart des étapes d'épissage (Figure 15A). Des mutations dans les genes du complexe
U2 : SF3BT, SRSF2, U2AF1 (ou U2AF35), U2AF2 (ou UAF65), PRPF40B, SF3A1, SF1 ont
été initialement décrites dans des myélodisplasies et des leucémies lymphoides
chroniques (Figure 15B) puis dans plusieurs cancers solides (Figure 15) dont le
mélanome de l'uvée (Royer-Bertrand et al. 2016; Furney et al. 2013; D. Gentien et al.
2014; Alsafadi et al. 2021). Le complexe mineur U12/U11 régule quant a lui 1% de
I'épissage des introns et interagit avec certains membres de la voie canonique,
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cependant le complexe U12 interagit avec ZRSR2 dont des mutations ont également
été décrites dans les myélodisplasies. Les mutations qui surviennent dans SF3B7 ou
SRSF2 par exemple modifient les fonctions d'épissage au niveau des sites de
branchements, conduisant a 'usage d'un site alternatif 3" accepteur et par conséquent
la présence d'une vingtaine de nucléotides supplémentaires dans I'’ARNm(Alsafadi et
al. 2016; Canbezdi et al. 2021). Les mutations SF3B1 décrites interviennent dans le
domaine HEAT (Huntingtin, Elongation factor 3, protein phosphatase 2A, Targets of
rapamycin 1) correspondant aux acides aminés 622 a 781, et principalement sur les
codons R625, K666 et K700 (Alsafadi et al. 2016; Canbezdi et al. 2021). SF3B1 est muté
dans environ 20% des UM et dans plus de 90% des myélodisplasies.

Les travaux de Dr Samar Alsafadi ont démontré que les mutations SF3B7 ont pour
conséquence de créer 1500 jonctions différentes soit moins de 1% des jonctions
possibles. Les mutations SRSF2, sur le codon P95 conduisent a des anomalies au niveau
d'exons cassettes qui vont étre inclus/enrichis ou exclus selon la présence de séquence
UCCA/UG et UGGA/UG dans les exons considérés enrichis ou exclus (J. Zhang et al.
2015; E. Kim et al. 2015). SRSF2 est muté dans 47% des leucémies myélo-monocytaires
chroniques (LLMC, (Meggendorfer et al. 2012)), dans 15% de myélodysplasies
(Haferlach et al. 2014), et dans environ 4% des mélanomes de |'uvée (Robertson, Shih,
et al. 2017).

Une signature transcriptomique caractéristique a SF3B7 a permis de mettre en évidence
aux travers des analyses RNAseq, des échantillons tumoraux dépourvus de mutations
de SF3BT avec une mutation du facteur d'épissage SUGP1 (SF4) associée ou non a une
perte d’hétérozygotie chez des patients atteints soit de cancer du poumon, soit de
carcinome hépatocellulaire, de leucémie myéloide aigue ou de mélanome cutané
(Alsafadi et al. 2021; Canbezdi et al. 2021).

La présence de mutations des facteurs d'épissage modifiant leur fonction, conduit a
des dérégulations d'épissage et des néo-transcrits aberrants. De maniere tres
intéressante, I'étude d'associations menée par Kahles et al (Kahles et al. 2018) sur les
données du TCGA a combiné une analyse de variants génétiques (SNV a partir de
données de séquencage whole exome) a une analyse de variants d'épissage (néo-
jonctions définies par RNAseq) dans 8705 patients présentant 32 types de cancers
différents comparativement a des données de tissus normaux. Cette étude a permis
d'identifier des variants génétiques connus, comme SF3BT1 et U2AFT, ainsi que de
nouveaux variants comme TADAT et PPP2R1TA, qui étaient associés spécifiquement a
de nouvelles jonctions. Il est intéressant de noter que ces deux nouveaux genes:
TADAT, connu pour interagir avec SF3B5, et PPP2R1A impliqué notamment dans le
Nonsense-mediated mRNA decay (NMD, (Kurosaki, Popp, et Maquat 2019)), s'ajoutent
a la liste des facteurs d'épissages d'intérét. Les travaux de Kahles ont également permis
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de montrer que ces genes étaient associés a de nouvelles jonctions dont une partie
pouvait donner des néo-antigénes présentés par le complexe majeur
d’'histocompatibilité de type 1.

Figure 15: Détection de mutations dans la machinerie d'épissage et mutations observées dans les
myélodysplasies.
Extrait de Royer-Bertrand, et al 2016.
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A) Eléments de la machinerie du spliceosome, tels que 'unité U1 reconnaissant les sites donneurs
d'épissage, le complexe U2AF65 reconnaissant le point de branchement ainsi que le complexe
U2AF35 reconnaissant le site 3' accepteur. B) Distribution des mutations dans 8 genes du
spliceosome dans des myélodysplasies (MDS), des leucémies myéloides chroniques (CMML), des
leucémies myéloides aigues (AML)/MDS, des de novo AML et néoplasies myéloprolifératives (MPN).

L'identification de ces néo-transcrits présente un intérét thérapeutique (Slansky et
Spellman 2019) des lors qu'ils peuvent étre identifiés dans le mélanome de |'uvée et
utilisés pour stimuler le systéme immunitaire comme |'a récemment montré le travail
de Dr Olivier Lantz (Bigot et al. 2021).
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Figure 16: Fréquence de mutation de SF3B7, SRSF2, U2AF1 et ZRSR2 dans les hémopathies et tumeurs

solides.

Extrait de Obeng, et al 2019.
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Histogramme représentant la fréquence des mutations de SF3B1, SRSF2, U2AF et ZRSR2 dans les
hémopathies malignes et les tumeurs solides. En plus de ces quatre génes (qui sont les plus
fréquemment mutés dans les tumeurs malignes hématopoiétiques), un grand nombre de facteurs
d'épissage supplémentaires affectés par des mutations de type hotspot ainsi que des mutations
présumées de perte de fonction sont également mutés dans le cancer et ne sont pas représentés ici.
RARS, refractory anemia with ring sideroblasts; RCMD-RS, refractory cytopenias with multilineage
dysplasia and ring sideroblasts; MDS, myelodysplastic syndromes; CMML, chronic myelomonocytic
leukemia; AML-MRC, acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes; CLL, chronic

lymphocytic leukemia.

51




EIF1AX

La traduction des ARNs en protéines est composée de 4 étapes : initiation, élongation,
terminaison et recyclage des protéines. L'étape d'initiation est réalisée par plus d'une
trentaine de facteurs d'initiation elF1 a elF5(Pestova, Borukhov, et Hellen 1998; Mitchell
et Lorsch 2008; Miyasaka, Endo, et Shimizu 2010; Spilka et al. 2013) dont la mise en
place au niveau de I'extrémité 5' des ARN requiert au préalable I'engagement d'un
complexe de pré-initiation pour que le complexe 48S assure l'initiation de la traduction
des ARNSs et la reconnaissance du codon AUG initiateur par elF1 et elF1A.

Le complexe de pré-initiation passe par le recrutement d'un complexe ternaire par EIF1
et EIF1A, pour la formation du complexe 48S avec I'ARNm (Figure 17A). L'extrémité C-
terminale de EIF1AX permet avec EIF1 de maintenir ouverte la sous-unité ribosomique
40S pour fixer le complexe ternaire (TC) : ARN de transfert initiateur methionylé (Met-
tRNAI), elF2a, B, y (Martin-Marcos et al., s. d.) (Figure 17 A). L'extrémité C —terminale de
EIF1AX contient une séquence impliquée dans le scan de I'AUG initiateur (Scanning
enhancer elements, SE) maintenant le complexe TC ouvert. Des mutations dans cette
région peuvent perturber la fonction du TC et favoriser la reconnaissance d'autres sites
AUG initiateur (Saini et al. 2010) (Figure 18). L'extrémité N-terminale de EIF1AX interagit
avec EIF5 et EIF2[ ce qui a pour effet de limiter 'identification d'autres sites AUG pour
initier la transcription, en interagissant avec le codon et I'anti-codon. L'extrémité N-
terminale contient des séquences inhibitrices (SI1 et SI2) qui ont un effet antagoniste
sur les séquences SE, des mutations dans ces domaines ont suggéré un « by-pass »
d'un AUG en amont. Des mutations du gene EIF1AX, codant pour la protéine EIF1A
(Eukaryotic translation initiation factor 1A) ont été identifiées dans 13% des mélanomes
de I'uvée : substitution sur les codons G8E/R, G9D, K10E, R13C G15D (Figure 18)(Martin
et al. 2013; Robertson, Shih, et al. 2017), mais aussi dans d'autres cancers comme les
cancers séreux de I'ovaire (13% (Etemadmoghadam et al. 2017)) et dans les carcinomes
papillaires de la tyroide (1%, (Agrawal et al. 2014), A113_splice mutation (Karunamurthy
et al. 2016; Gargano et al. 2021)). L'incidence des mutations E/FTAX comme celle de
SF3B1/SRSF2 est probablement sous-estimée du fait que les tumeurs de petites tailles
sont traitées par radiothérapie/proton-thérapie et ne font pas I'objet de biopsie.
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Figure 17: Role de EIF1AX dans l'initiation de la traduction.

Extrait de Martin-Marcos, et al 2017.
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Les résidus elF1A-NTT associés a UM sont censés participer a la stabilisation de I'état P 'In' de la
conformation fermée du 48S PIC. A) Modéle décrivant les réarrangements conformationnels connus
du PIC (translation pre-initiation complex, complexe de pré-initiation de la tradution) pendant le
balayage et la reconnaissance du codon de départ. (i) elF1 et les elements facilitant le scan (Scanning
Enhancer elements, boules bleues) dans la queue C-terminale (CTT) de elF1A stabilisent une
conformation ouverte de la sous-unité 40S a laquelle TC se lie rapidement. (ii) La PIC 43S dans la
conformation ouverte scanne I'ARNm pour le codon de départ avec Met-tRNAi Met lié dans I'état
POUT. elF2 peut hydrolyser le GTP en GDP.Pi, mais la libération de Pi est bloquée par elF1. La queue
N-terminale (N-terminal tail, NTT) de elF1A interagit avec le elF5-CTD. (iii) Lors de la reconnaissance
de I'AUG, le Met-tRNAi Met passe de I'état P'OUT' a P'IN', entrant en collision avec elF1 et le CTT
de elF1A, provoquant le déplacement du CTT de elF1A du site P, la dissociation de elF1 de la sous-
unité 40S, et la libération de Pi par elF2. Le NTT d'elF2b interagit avec le CTD d'elF5, et le NTT
d'elF1A, portant des éléments inhibiteurs de balayage (SI), interagit avec I'hélice codon : anticodon.
(Ci-dessus) Les fleches résument qu'elF1 et les éléments SE d'elF1A favorisent le P ‘OUT" et
empéchent la transition vers I'état P 'IN’, tandis que I'élément S| d'elF1A dans le NTT stabilise I'état
P “IN". (Adapté de (Hinnebusch, 2014). B) Partie agrandie de la structure PIC py48S (PDB 3J81)
montrant les contacts établis par I'elF1A-NTT (nuances de bleu et de cyan) dans la conformation
fermée / P 'IN'. Les chaines latérales des résidus NTT substitués dans I'UM (rouge) ou entrant
directement en contact avec I'ARNr 18S (jaune), I'ARNt (vert) ou I'ARNm (violet) sont représentées
par des batons.




Figure 18: Répartition des principales mutations identifiées dans EIFTAX.

Extrait de Johnson, et al 2017.
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Distribution des mutations EIFTAX observées dans une cohorte de 52 UM en comparaison d'autres
cancers (comme rapportées par http://www.tumorportal.org).

Contrairement aux mutations Gag, les mutations de BAP1, SF3B1/SRSF2 et EIF1AX
(évenement BSE), sont associées a des risques métastatiques différents (Yavuzyigitoglu
et al. 2016) (Figure 19). Les travaux de Yavuzyigitoglu et al, ont montré apres un long
suivi de pres de 200 mois de 133 mélanomes uvéaux que les UM ayant perdu
I'expression de BAPT avaient le pronostic le plus sombre (20% de déces a 60 mois).
Bien que de précédentes études aient montré que les mutations SF3B7 soient de bon
pronostic apres 3 ans (Harbour et al. 2013), les métastases surviennent mais
effectivement plus tardivement. Les mélanomes uvéaux mutés E/FTAX sont corrélés a
un meilleur pronostic (Yavuzyigitoglu et al. 2016).
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Figure 19: Courbe de survie selon la présence d'altérations de BAP1, SF3B1 et EIFTAX.

Extrait de Yavuzyigitoglu, et al 2016.
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Courbes de Kaplan-Meier montrant la survie sans progression pour les statuts EIFTAX, SF3B1 et
BAPT. La courbe de survie pour le statut de mutation basé sur les clusters a montré des modeles de
survie distincts pour chaque groupe (P < 0,001).

MBD4

Récemment les travaux du Dr Manuel Rodrigues ont mis en évidence des mutations
du gene MBD4 dans quelques cas de mélanomes uvéaux (M. Rodrigues, Mobuchon,
Houy, Fiévet, et al. 2018). MBD4 (précédemment appelé MEDT), localisé sur le
chromosome 3, code une ADN glycosylase impliquée dans I'étape initiale du « DNA
base excision repair » (Tricarico et al. 2015). Lors de I'analyse génomique de la tumeur
primaire et de la métastase d'une patiente ayant répondu a un traitement par
immunothérapie (anti-PD1), les échantillons présentaient un profil hyper muté avec
plus de 266 SNV, et un profil de mutations CpG>TpG. Etant donné ce profil mutationnel
CpG>TpG, des altérations dans les enzymes en charge de la réparation des
déaminations ont été recherchées (TDG et MBD4), et une délétion conduisant a un
décalage du cadre de lecture a été identifiée dans MBD4. Cette délétion étant associée
a une monosomie du chromosome 3, a conduit a une perte de fonction de MBD4 dans
les cellules tumorales. D'autres altérations de MBD4 conduisant a la perte de fonction
ont d'ailleurs été retrouvées dans un cas UM de la cohorte TCGA qui présente
également une monosomie du chromosome 3 et un profil hyper muté. Dans ce cas, la
tumeur possede une mutation sur un site d'épissage conduisant a la perte de I'exon 7
de MBDA4.
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D’autres tumeurs, comme des glioblastomes, ont été identifiées avec un profil hyper
muté, avec un profil mutationnel de type CpG>TpG (M. Rodrigues, Mobuchon, Houy,

Fiévet, et al. 2018; M. Rodrigues, Mobuchon, et al. 2019; M. Rodrigues, Mobuchon,
Houy, Derrien, et al. 2018).

Figure 20: Répartition des mutations MBD4.

Extrait de Derrien, et al 2020.
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Représentation schématique des séquences de 'ADNc MBD4 (en haut) et de la protéine (en bas). Le
domaine fonctionnel de liaison au groupement méthyle (MBD) et le domaine glycosylase sont
indiqués. La position de tous les variants MBD4 identifiés dans les deux séries de mélanomes uvéaux
(UM) (séries consécutives de mélanomes uvéaux germinaux et séries de tumeurs monosomiques 3
[M3]) est mise en évidence, avec les variants germinaux et somatiques au-dessus et au-dessous de
la séquence d'ADNc, respectivement, et les deux variants de la cohorte de tumeurs M3 d'origine
somatique ou germinale inconnue encerclés en vert. Ces variants MBD4 comprennent des variants
de type perte de fonction (LoF, en rouge), missense (soit bénignes, dans les cercles remplis de bleu,
soit de signification biologique inconnue [VUS] dans les cercles remplis de gris) et introniques
(triangles gris). Chaque cercle représente un patient porteur d'un variant. D'autres variants délétéres
germinaux MBD4 extraits de données publiques sont également représentés (cercles rouges vides).

Bien qu'il semble que le taux de mutations par Mb comme le taux de mutations sur les
CpG>TpG aient tendance a augmenter avec l'age, les mélanomes de I'UV ont une
charge mutationnelle bien plus importante lorsque MBD4 est muté. Il est intéressant
de noter que la charge mutationnelle observée dans les tumeurs primaires et leurs
métastases appariées reste stable selon si MBD4 est fonctionnel ou non (Figure 21 A).
De plus, la charge mutationnelle des mélanomes uvéaux mutés MBD4 est comparable
a celle des mélanomes cutanés ( Figure 21B) (M. Rodrigues, Mobuchon, et al. 2019).
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Figure 21: Charge mutationnelle des mélanomes uvéaux selon la présence de mutation de MBD4.

Extrait de Rodrigues, et al 2019.
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A) Graphiques reprensentant la charge mutationnelle (a gauche) et les transitions CpG>TpG (a droite)
dans les mélanomes uvéaux primaires et métastatiques (axe des ordonnées) en fonction de I'age au
moment du prélévement (axe des abscisses). Les statistiques ont été calculées en considérant un seul
point moyen pour toutes les tumeurs d'un patient donné a un moment donné. B) Charge
mutationnelle dans les UM MBD4-proficients et MBD4-deficients de la série par rapport a une
cohorte pan-TCGA. Les échantillons de cette série sont encadrés. Les tumeurs MBD4-deficients de
cette série et de TCGA sont représentées par des points rouges.
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d. Altéerations structurales du génome, et du nombre de copies des mélanomes
de l'uvée

De fagon générale, au cours des divisions cellulaires et plus particulierement au cours
de la réplication du génome et de son contrdle ou durant I'étape de ségrégation des
chromosomes, des erreurs peuvent survenir donnant lieu a des réarrangements de la
structure du génome (insertions, duplications, inversions, translocations), ou a des
changements du nombre de copies (gains ou pertes) (Hartwell 1992; Bayani et al. 2007)
(Figure 22).

Les changements structuraux du génome peuvent survenir au niveau de séquences
répétées en tandem et/ou présentes a plusieurs emplacements du génome, créant de
fortes régions d'homologie: répétitions de séquences riches en GC des
mini/microsatellites et des séquences Alu (AGCT), séquences répétées centromériques
((GGAAT)N), sites fragiles (104 sites fragiles dans le génome, de 50kb-1Mb, riches en
GC et contenant des ilots CpG). Les réarrangements de la structure (séquence) du
génome peuvent étre causés par des aberrations des voies de la réparation de 'ADN
telles que les voies du nucleotide excision repair (NER), base excision repair BER), ou
mismatch repair (MMR), par inactivation de genes tels que MLH1, MSH2 donnant lieu
a une instabilité type MSI (microsatellite instability). Des défauts de la réparation de
cassures doubles brins peuvent étre dus a un dysfonctionnement du complexe MRE11,
RAD50 et NBS1 (MRN) impliqué dans linitiation de la recombinaison homologue.
L'instabilité chromosomique peut étre liée aussi a des défauts de maintenance des
télomeres donnant lieu a des associations de chromosomes et une hétérogénéité
chromosomiques (présence de chromosomes dicentriques (Ta et al. 2013; Gisselsson
et al. 2000; M’kacher et al. 2020)). L'organisation des chromosomes dans le noyau et
leur proximité peut également causer des réarrangements associés a des changements
de topologie (Parada et al. 2002). Ces changements de topologie peuvent modifier
I'expression de genes dont la fonction participe a la ségrégation des centromeres, des
télomeres (Mai et Garini 2006) ou des chromosomes. Des changements de topologie
peuvent étre dus a des altérations dans le complexe cohesin formant les boucles de
I’ADN (Sgo1, Cohesin complex) (Minchell, Keszthelyi, et Baxter 2020). Par ailleurs il a été
montré que |I'hypo-méthylation de certaines régions comme les transposons, ou
certains genes comme cMYC favorise également la recombinaison (Eden et al. 2003).
Outre les défauts liés a la réplication de I'ADN, des erreurs de ségrégation durant la
mitose (défaut de formations des centrioles, défauts liés a la ségrégation lors de
I'anaphase, de la télophase ou de cytocinese) peuvent conduite a des défauts du
nombre de copies, correspondant a une instabilité numérique et une aneuploidie.
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Figure 22: Cycle cellulaire et perturbations donnant lieu a une instabilité génomique.

Extrait de Rao, et al 2013.
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La progression normale du cycle cellulaire suit les phases GO/G1, S, G2 et M (illustrées en haut par
des cellules grisées). La MIN (Micro/Mini satellite instability) est causée par un défaut de réparation
et/ou de réplication de I'ADN, et a probablement lieu pendant les phases GO/G1, S ou G2 du cycle
cellulaire (illustrées en bleu). L'altération chromosomique de type MIN ou ses causes sous-jacentes
peuvent également entrainer des erreurs mitotiques et des CIN (Chrosomome Instability, Burrelletal.,
2013). La CIN est causée par un événement dans la mitose conduisant a une erreur de ségrégation
chromosomique (par exemple : un défaut du kinétochore, un défaut du point de controle du fuseau
mitotique, un défaut de cohésion chromosomique ; représenté en rouge). La CIN peut également
étre causée par un événement survenant dans une phase pré-mitotique et entrainant une erreur
mitotique (par exemple: un stress de réplication pouvant affecter la structure chromosomique
mitotique, une mauvaise régulation du centrosome entrainant une mitose multipolaire). La mauvaise
ségrégation chromosomique médiée par la CIN peut conduire a des Iésions de I'ADN, directement
causées par la machinerie de la cytokinése ou au cours du processus de chromothripsie (Janssenetal.,
2011 ; Crastaetal,, 2012). Les échecs de la cytokinese et I'élimination subséquente de la cellule en
fonction de p53 entrainent la génération d'une cellule apolyploide. La polyploidie peut conduire a
des cellules aneuploides dans la descendance via une mitose multipolaire (Shi andKing, 2005).
Puisque p53 est impliqué dans la régulation et le regroupement des centrosomes en plus de
I'élimination des cellules aneuploides/polyploides, la perte de p53 peut permettre un cycle
polyploide-multipolaire-mitose-aneuploide, ce qui serait hautement préjudiciable a l'intégrité
génomique.

Depuis de nombreuses années, il est admis que les mélanomes de I'uvée sont plutot
stables d'un point de vue génétique, et nos travaux confirmés par les données du TCGA
ont montré que les UM présentent peu de mutations par Mb a I'exception de ceux qui
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sont mutés dans MBD4 (Furney et al. 2013; Robertson, Shih, et al. 2017; M. Rodrigues,
Mobuchon, et al. 2019).

Les analyses génomiques d'abord menées par des analyses cytogénétiques de faible
résolution soit par FISH soit par CGH puis par CGH-array, ou SNP array puis plus
récemment par séquencage massif (ciblé ou génome entier) ont montré que la plupart
des UM étaient diploides mais qu'ils comportaient des anomalies chromosomiques
récurrentes : pertes totales ou partielles du chromosome 3 (monosomie 3 ou 3p-) pour
environ la moitié des cas, des gains du 6p et 8q, des pertes du 6q et 8p, ainsi que des
anomalies des chromosomes 1, 2, 16 et 20. Ces études ont d'abord mis en évidence
I'importance du statut du chromosome 3, du fait de I'association de la monosomie du
chr3 au risque métastatique élevé (Prescher et al. 1996). Dans ces travaux, la disomie
du chromosome 3 correspond a deux copies disctintes du chromosome 3, la perte d'un
des deux chromosomes entiers correspond a une monosomie 3. L'usage de puces
interrogeant des SNP (single nucleotide polymorphism) pour la cartographie des
altérations du nombre de copies dans I'UM, a permis d'identifier des pertes
d’'heterozygotie (LOH), et qualifier la présence d'isodisomies des lors que deux copies
identiques du chromosome 3 (LOH) sont présentes (Trolet et al. 2009; M. Rodrigues et
al. 2020). L'inactivation bi-allélique de BAPT (3p21.1), perte d'un allele suivi d'une perte
de fonction sur le deuxieme alléle, explique en partie le risque métastatique élevé du
fait du caractere suppresseur de tumeurs de BAP71. Néanmoins, parmi les UM avec
monosomie du chromosome 3, des cas sans mutation de BAPT, sont observés
suggérant la présence d'autres genes altérés sur le chromosome 3 qui expliqueraient
le risque métastatique associé a la perte du chromosome 3. Il pourrait s'agir soit
d’'autres genes mutés sur des régions importantes de régulations conduisant a leur
modification d'expression, soit d'une haplo insuffisance conduisant a des défauts de
dosage génique qui serait associée a un risque métastatique important (van Gils et al.
2008; Tschentscher et al. 2003). Hormis la présence de BAP1, MBD4, d'autres genes
présents sur le chromosome 3 ont été proposés comme impliqués dans le processus
oncogénique du fait d'une LOH ou d'une dérégulation de leur expression dans des UM
sans monosomie du 3, les genes MLHT (3p21.1), FANCDZ2 (3p25.3) impliqués dans la
réparation des dommages a I'ADN ou encore, WDR48 (3p22.2), ou XPC (3p25.1)
(Dopierala et al. 2010; Dogruso6z et al. 2019). Bien que certains genes aient été identifiés
puis utilisés pour définir une signature transcriptomique des formes a haut risque
(EIF1B, 3p22.1; LMCD1, 3p25.3; ROBO1, 3p12.3; SATB1, 3p24.3, ou FXR1, 3926.33)
(Onken et al. 2004), aucun géne autre que BAPT et MBDA n'a encore été identifié sur
le chromosome 3 comme jouant un réle dans le risque métastatique de facon certaine.

Une délétion partielle du chromosome 3 a été rapportée dans une analyse récente
comme présente dans 4% des UM, impliquant trois loci : 2 deux sur le bras court dont
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un comprenant BAP1 et 200 autres genes (3p22.1-p14.2, hg18) et le second en 3pter-
3p22, ainsi qu'un troisieme en 3g13.2-q24. Cette étude montre que les altérations du
chromosome 3 sans mutation dans BAP1 étaient de meilleur pronostic, et que la perte
de la région incluant BAP1 et le gain du 8q sont corrélés aux risques métastatiques les
plus importants (M. Rodrigues et al. 2020). La présence d'isodisomie du chromosome
3, donnant lieu a une perte d'hétérozygotie (LOH, a été identifiée comme associée a
un risque métastatique intermédiaire,) (W. Lin et al. 2021; White, McNeil, et Horsman
1998; Christopher et al. 2011). Malheureusement la détection de cette anomalie est
peu évaluée en routine clinique (M. Rodrigues et al. 2020; Christopher et al. 2011).

De facon intéressante, il a été également été rapporté que la perte du chromosome 3
pouvait étre hétérogene. L'hétérogénéité de la monosomie 3 a été mise en évidence
chez une faible fraction cellulaire ayant alors un génome triploide et une disomie du 3
en combinant I'analyse par FISH sur du matériel frais (ponctions a l'aiguille) et sur du
matériel fixé (biopsies fixées et incluses en paraffine) (Mensink et al. 2009; White,
McNeil, et Horsman 1998). Bien que d'autres travaux aient montré des hétérogénéités
plus importantes (Dopierala et al. 2010; M. Y. Chang et al. 2013), la monosomie du
chromosome 3 présente dans au moins 30% des cellules analyses est associée a un
mauvais pronostic.

Les altérations du chromosome 8, principalement la perte du bras court (Onken,
Worley, et Harbour 2008) et le gain fréquent du bras long (Horsman et White 1993)
sont associées au pronostic. Le gain du 8q est associé a un risque métastatique élevé
et ce en particulier quand il est associé a une altération du chromosome 3 (Damato,
Dopierala, et Coupland 2010; Dopierala et al. 2010; Royer-Bertrand et al. 2016). Le gain
du 8q identifié dans la moitié des cas d'UM, peut-étre un gain de la région terminale
du 8¢, mais est tres souvent associé a un iso-chromosome 8¢, ou une polysomie du 8.
La région minimale gagnée du 8q est localisée prés de la région télomérique et n'inclut
pas le gene MYC. Cependant tres souvent les gains du bras long du chromosome 8
contiennent I'oncogéne MYC (Parrella et al. 2001), et d'autres genes d'intérét comme
PTPT4A3 (qui contribue tres probablement a I'agressivité des UM (C. Laurent et al. 2011;
Y.-X. Lian et al. 2012; Maacha et al. 2013; Duciel et al. 2019)), ou PRKDC (8q11.21) et
NBN/NBST (8g21.3) qui sont impliqués dans la réparation des cassures double brins
(Dogrusoz et al. 2019; Ehlers et Harbour 2005; Syed et Tainer 2018). DDEFT ou ASAP1
(8924.21-8924.22) ont également été montrés comme associés a un risque
métastatique (Ehlers et al. 2005; Furman et al. 2002) et dont la surexpression
participerait a l'activation de la voir FAK (Yunhao Liu et al. 2002), et favoriserait la
motilité cellulaire (Furman et al. 2002). Enfin d'autres genes proches de MYC dont
I'expression est dérégulée, ont également été rapportés dans I'UM: POUS5FIB
(8924.21) pseudogene de POUS5FT1/OCT4, impliqué dans plusieurs cancers;
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LRATDZ2/FAM84B (8924.21), TRIBT (8924.21), LOCT100130231/ LINCO0861 (8q24.13),
LOCT00507056/CCATT1 (8q24.21),and LOC727677/CASC8 (8924.21) (Royer-Bertrand et
al. 2016).

Les altérations du chromosome 6 sont fréquentes et comprennent le gain du bras court
et la perte du bras long. Le gain du 6p est globalement associé a la disomie du
chromosome 3 et a un meilleur pronostic alors que la perte du 6q est associée a la
monosomie du chromosome 3 et a un risque métastatique élevé. (Robertson, Shih, et
al. 2017).

D’autres altérations du nombre de copies des chromosomes 1p-, 10, 9p-,
79+,119+,15p-; 15g-, 13, 16g-, 21-, 22p1 et chromosomes sexuels ont été décrites mais
sont dans I'ensemble moins fréquentes et ne semblent pas corrélées avec le la survie
(Trolet et al. 2009; Royer-Bertrand et al. 2016; Scholes et al. 2001; Kilic et al. 2006).

Les caractérisations des altérations du nombre de copies ont permis de définir des
signatures moléculaires basées sur les altérations du génome. Les travaux de la Pr
Nathalie Cassoux (Cassoux et al. 2014) ont permis de proposer une classification des
UM en 4 groupes : les formes a faible risque métastatique (disomie 3, 6p+, 6qg-), deux
groupes distincts de risque métastatique intermédiaire (selon la présence d'une
monosomie 3 ou un gain du 8q), et un groupe a haut risque métastatique pour les UM
ayant une monosomie du 3 et un gain du 8q (Figure 23A et B). L'intégration des
données de mutations sur les genes BAP1T, EIFTAx, SF3B1, des altérations génomiques
et des risques métastatiques permet d'établir un modele de progression tel que celui
présenté en Figure 24. Plus récemment, les travaux des équipes des Drs Boris Bastian,
et Marc-Henri Stern ont décrit I'évolution et I'hétérogénéité des altérations
génomiques des mélanomes uvéaux en analysant une ou plusieurs régions de tumeurs
primaires et une a plusieurs métastases chez 35 ou 25 patients (M. Rodrigues,
Mobuchon, et al. 2019; Shain et al. 2019).
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Figure 23: Altérations et signatures génomiques dans le mélanome uvéal.

Extrait Cassoux N, et al. Br J Ophthalmol. 2014.
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A : Quatre exemples de profils d'hybridation génomique comparative Nimblegen 4x72 K (array-
CGH). Du haut vers le bas : profils des groupes D3/8nl, M3/8nl, D3/8nl et M3/8 g. Dans ces profils
array-CGH, chaque point représente le niveau moyen des sondes sur 400 kilobases. Les
déséquilibres chromosomiques sont présentés en rapport log2. B : Intervalle sans métastase en
fonction des résultats génomiques : M3/8nl (disomie 3, ch 8 normal) ; D3/8g (disomie 3, gain ch8);
M3/8nl (monosomie 3 ch.8 normal) et M3/8g (monosomie 3 et ch 8 gain).
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Figure 24: Altérations somatiques associées significativement aux différents sous-groupes d'UM.

Extrait de Bakhoum, 2019.

Copy number

alterations Disomy 3/ 6p gain Monosomy 3
Status of S ain S
chromosome 8q Diploid 9 amplification
Gene alterations EIF1AX SF3B1/SRSF2 BAP1
(?".EP . Class 1 Class 2
classification
TCGA SCNA

classification

Suggested unified
classification

Prognosis favorable unfavorable

Vue d'ensemble des sous-types d'UM. Les classes pronostiques peuvent étre déduites des altérations
du nombre de copies somatiques (SCNA), des altérations génétiques ou de I'expression génétique.
La classification A, B, C et D a été suggérée pour éviter toute confusion entre la classification
numérique proposée par le TCGA et le test commercial basé sur I'expression des génes (classification
GEP, Dr W. Harbour, DecisionDx-UM, Castle Biosciences).

e. Signature transcriptomique pour la classification des UM

Les travaux de William Harbour en 2004 ont mis en évidence une signature
transcriptomique d'abord composée de 65 genes puis de 12 genes distinguant les
mélanomes uvéaux a faible risque métastatique (classe 1) des mélanomes uvéaux a
haut risque métastatique (classe 2) (Onken et al. 2004; Harbour 2014; Onken, Worley,
et Harbour 2010). Parmi cette signature de 12 genes (FC>5, p-value 0.001), 4 sont
surexprimés et 8 sous-exprimés dans la classe 2. Parmi les génes sous exprimés dans
la classe 2, 5 sont présents sur le chromosome 3 (EIF1B, FXR1, LMCD1, ROBOT et
SATBT), et un est sur le bras long du 8q (MTUST). Cette signature a été proposée pour
simplifier le diagnostic moléculaire, plus précis dans la prédiction du risque
métastatique que les informations clinico-biologiques, car I'analyse cytogénétique
présente des difficultés d'analyse et peut nécessiter des quantités de matériel
importantes (Dopierala et al. 2010; Maat et al. 2007; Field et Harbour 2014).
Actuellement, la signature basée sur le test de 12 genes (Harbour 2014) (DécisionDX-
UM (https://myuvealmelanoma.com) est appliquée en routine clinique par les centres
nord-américains. En 2012, la signature classe 1/2 a été enrichie d'un sous-groupe dit
classe 1b intégrant la surexpression de PRAME (Field, Decatur, et al. 2016). In fine,
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d'apres les travaux de Harbour et al, les tumeurs « Class1A » correspondent aux UM
avec un faible risque métastatique, ils sont mutés EIFTAX, peu remaniés, et disomiques.
Les tumeurs « Class 1b » sont de pronostics intermédiaires, sont mutées pour SF3B17
(Yavuzyigitoglu et al. 2016; Harbour et al. 2013). Les tumeurs « Class 2 » sont mutées
BAP1 ou ont perdu I'expression de BAP1, ont une disomie du chromosome 3 et un gain
du 8q, et ils surexpriment également PRAME. Les UM de classe 2 présentent une
aneuploidie plus importante. A ce jour aucune cohorte constituée de mélanomes
uvéaux n'a directement comparé les signatures génomiques et transcriptomiques.

PRAME (PReferentially expressed Antigen in MElanoma) a été identifié par lkeda et al
en 1997 (lkeda et al. 1997) comme un nouveau « cancer testis antigen ». La mise en
évidence en 2016 de la surexpression de PRAME dans I'lUM par I'équipe de William
Harbour (Field, Decatur, et al. 2016), est venue s'ajouter aux autres cancers, comme les
cancers du sein, le neuroblastome, les leucémies ou le mélanome de la peau, dans
lesquels PRAME a été identifi¢ comme associé aux formes les plus agressives
(neuroblastome, leucémie et mélanome uvéal) (Field, Decatur, et al. 2016; Schefler et
al. 2019; lkeda et al. 1997; Haqq et al. 2005). Des analyses distinctes ont mis en évidence
une hypo-méthylation du promoteur de PRAME chez des patients atteints de leucémies
et de mélanomes uvéaux (Schenk et al. 2007; Field, Durante, et al. 2016).

PRAME semblerait jouer une fonction de facteur de transcription associé a I'ubiquitine
ligase CUL3, sur les genes ayant un motif CCAAT dans leur promoteur (Costessi et al.
2011). Les travaux de Dr Tino Schenk ont montré un lien direct entre I'hypo-méthylation
de certains ilots CpG et la surexpression de PRAME (Schenk et al. 2007). Bien qu’aucun
rOle oncogénique n'ait été montré pour PRAME, en particulier dans les formes
agressives de plusieurs tumeurs, des travaux suggérent que lorsque PRAME, et I'histone
methyl transferase EZH2 sont activés, ils forment un complexe avec le récepteur
nucléaire a l'acide rétinoique (RAR, comme RARA) en présence de son ligand, lequel
complexe régulerait alors a la baisse les génes cibles des RAR (Epping et al. 2005). Dans
certains lymphomes ou par exemple PRAME, EZH2 et RARB sont surexprimés, il n'a pas
été montré de genes sous-exprimés régulés (Steinbach et al. 2007). Dans un contexte
ou EZH?2 est surexprimé, I'analyse des positions de H3K27me3 présente un intérét, ainsi
que lI'analyse des marques épigénétiques régulant I'expression de PRAME, et des génes
qui pourraient étre régulés par la co-expression de PRAME/EZH2. De fagon
intéressante, un des analogues de PRAME Gm12794c a été identifié comme jouant un
role avec EZH?2 dans la différenciation des cellules souches embryonnaires (ESCs), via
la voie dépendante de l'acide rétinoique (Napolitano et al. 2020). Bien que les
interactions de PRAME avec EZH2 restent a éclaircir, PRAME présente un intérét de par
sa reconnaissance par des lymphocytes T cytotoxiques via les molécules HLA de type
|, lesquelles sont présentes chez 50% des patients métastatiques. Hormis |'expression
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de PRAME par les cellules de Sertoli des testicules, la surexpression de PRAME a été
montrée dans des hémopathies et des tumeurs solides autres que le mélanome de
l'uvée. Il est a noter que le role de tumeur suppresseur ou d'oncogene de PRAME
semble dépendre du type tumoral et reste globalement a éclaircir.

f. Classification moléculaire intégrative

Les efforts du consortium international TCGA ont eu pour objectif de mener, a partir
de 2006 l'analyse de plus de 20000 tumeurs primaires pour 33 types de cancers
différents, combinant des données d'analyse du génome, de son expression (ARN
codant et non codant, protéines) et de sa régulation (méthylation de 'ADN, microARN,
et ARN non codants) intégrées aux données cliniques. Les analyses génomiques ont
porté sur : la détection de mutations par des approches de whole exome sequencing,
de réarrangements structuraux par puces de génotypages (SNP array), la régulation
d'ARN codants, non codants par RNAseq principalement ou par microarrays et micro
ARN par miRNAseq ou par microarrays, ainsi que la méthylation par des approches de
puces de méthylation ; les analyses protéiques ont été réalisées par des approches de
RPPA. Le groupe du TCGA UM a mené I'analyse de 80 tumeurs primaires (Robertson,
Shih, et al. 2017). Les analyses non-supervisées du nombre de copies, de la méthylation,
des ARN, des microARN, des longs ARN non codants ont permis de classer les UM en
4 groupes principaux (Figure 25, Figure 26).
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Figure 25: 4 Classes moléculaires identifiées quel que soit le niveau d'analyse du TCGA UM.

Extrait de Robertson et al, 2017.
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A) Classification selon le type d'analyse non supervisée réalisée sur les altérations du nombre de
copies, DNA méthylation, ARN long ARN non codants. B) Risque métastatique associé selon la
présence ou l'absence de monosomie 3, selon la classification basée sur I'analyse de méthylation,
selon les altérations structurales, selon la classification d'expression d’ARN non codant ou codant.

L'analyse de mutations a confirmé le faible taux de mutations (moyenne 1.1/Mb),
I'absence de signature mutationnelle liée aux UV, I'altération de la voie Gaq dans 99%
des cas (78/80) par la présence de mutations mutuellement exclusives de
GNAQ/GNATT, mutés a 92.5%, CYSLTR2 a 4% et PLCB4 a 2.5%. L'étude a confirmé la
présence de mutations mutuellement exclusives de EIFTAX, SF3B1, SRSF2 et BAPIT.
L'analyse intégrative a montré que la mutation de EIFTAX principalement sur la partie
N-terminale de la protéine (acides aminés 6 a 15) était associée a une faible
aneuploidie, marquée par soit la présence de monosomie 3 ou de de gain du 8q, et la
signature de méthylation du groupe 1. La mutation SF3B7 associée au groupe 2 de cas
d'UM ayant des gains du 8q, et enrichis-en disomie du 3, ce groupe est d'ailleurs assez
hétérogene au niveau des profils de méthylation puisque regroupant des profils des
groupes 1, 2 et 3. Le profil de méthylation permet néanmoins de séparer les UM mutés
EIFTAX, BAP1 des cas SF3B1/SRSF2. (Figure 26).
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L'analyse transcriptomique menée au niveau des ARN codants, des ARN non codants
et des microARN a permis de mettre en évidence 4 groupes distincts dépendant du
statut du chromosome 3. L'analyse des voies de signalisation dérégulées a montré
I'enrichissement de plusieurs signatures.

Un enrichissement immunitaire dans les UM ayant une monosomie 3 est associé a la
surexpression de marqueurs HLA type 1, a un infiltrat immuno-inflammatoire, a la
présence de marqueurs lymphocytaire T CD8, définis par l'activation de genes
impliqués dans la voie de linterféron (IFNG, IFNGRI1, et IRFT), de signaux
chémoatracteurs (chemokine: CXCL9, CXCL13), de facteurs immunosuppresseurs
(IDO1, TIGIT, IL6, IL10, FOXP3). La surexpression dans les UM métastatiques BAPT
déficient, d'inhibiteurs d'immuno checkpoint comme IDOT et TIG/ pourrait expliquer le
fait que les lymphocytes T cytotoxiques ne soient pas efficaces comme cela a déja été
rapporté (Figueiredo et al. 2020; Durante et al. 2020). Ces résultats pourraient expliquer
I'incapacité des immunothérapies utilisant des anti-CTLA4 ou anti PD1/anti PDL1 dans
les formes métastatiques a améliorer la survie des patients. (Danielli et al. 2012; Algazi
et al. 2016; Dougall et al. 2017; van der Kooij et al. 2017). Les travaux récents de
caractérisation du microenvironnement (Durante et al. 2020) par une approche sur
cellules uniques (single cell RNAseq) ont d'ailleurs confirmé que LAG3 est exprimé par
les lymphocytes CD8, plutot que CTLA et PD1. LAG3 constitue une cible intéressante
(Andrews et al. 2017) et fait I'objet de différents ciblages, au travers d'essais cliniques
de phase | a lll en monothérapie ou en combo encourageants (Puhr et Ilhan-Mutlu
2019).

De facon intéressante, la surexpression de MYC est retrouvée dans le cluster 1 de la
signature ARN, associée aux UM ayant une disomie 3 et un 8q normal, et dans le cluster
4 - monosomie 3 et gain du 8q, ce qui montre que l'activation de MYC n’est pas liée
au gain du 8q. Le facteur de transcription et oncogéne MYC peut conduire a l'activation
ou a la répression de genes (Napolitano et al. 2020). L'association de MYC a son
hétérodimere MAX conduit a I'activation de genes portant une séquence CACGTG dans
leurs promoteurs dans des régions de la chromatine actives notamment contenues
pres d'ilots CpG (CGls) (P. C. Fernandez et al. 2003; Deaton et Bird 2011; Rahl et al. 2010;
Kress, Sabo, et Amati 2015). D'apres I'analyse du TCGA, le cluster 1 regroupe I'activation
de MYC/MAX et leurs cibles, alors que le cluster 4 regroupe l'activation de
MYC/MAX/MIZ1 et leurs cibles. De ce fait, le gain du 8q est corrélé a I'activation du
complexe MYC/MAX/MIZ].
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Figure 26: Analyse intégrative UM TCGA.

Extrait de Robertson et al, 2017.
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Le regroupement non supervisé des altérations du nombre de copies somatiques (SCNA) a permis
de séparer 80 UM primaires en quatre groupes: 1 (n = 15), 2 (n = 23), 3 (n = 22) et 4 (n = 20), classés
par instabilité chromosomique croissante. Les pistes de covariables supérieures montrent les
clusters SCNA (1-4), le nombre de copies des chromosomes 3 et 8q, et le niveau de ploidie. La carte
thermique montre le rapport du nombre de copies somatiques (diploide = 0, blanc). Les pistes de
covariables inférieures montrent (i) le résultat clinique; (ii) I'expression de I'ARNm de BAP1; (iii) les
clusters non supervisés selon la méthylation de I'ADN, les niveaux d'expression des ARNm, des
ARNIc et les microARN; (iv) les mutations dans les génes de signalisation Gagq, les facteurs d'épissage
SF3B1/SRSF2et EIFTAX ; (v) les altérations de BAP1 qui incluent I'épissage alternatif et les
réarrangements détectés par I'assemblage des données de DNA-seq et RNA-seq.




Parmi les autres voies dérégulées dans I'UM mis en évidence par les travaux du TCGA,
figurent la voie MAPK/PI3K-AKT, I'hypoxie (surexpression de HIF1a), et la voie de la
réparation des dommages de I’ADN (DDR). L'analyse du transcriptome et du protéome
a mis en évidence la régulation des voies du DDR, une activation dans le cluster 4
comme MYC et HIF1a. La voie du DDR est peu détaillée hormis la surexpression d’ATM,
RADS50, XRCCT et ERCCS5. Les auteurs associent |'activation du DDR avec la monosomie
3 et la perte de fonction BAPT qui favoriseraient des défauts dans la réparation.

L'apport des analyses multi-omiques a partir de cellules uniques ouvre également de
nouvelles opportunités pour évaluer |'hétérogénéité intra-tumorale ainsi que
I'hétérogénéité entre différents UM (Figure 27). Les premiers travaux de I'équipe de
William Harbour (Durante et al. 2020) ont permis d'identifier les marqueurs exprimés
par les cellules immunitaires du stroma en lien avec les cellules tumorales issues de
tumeurs primaires et des métastases. Ces premieres analyses dans I'UM ont été menées
a partir de 59 915 cellules uniques, isolées de 8 tumeurs primaires et 3 métastases.
L'analyse des données de RNAseq par une approche t-SNE (t-distributed stochastic
neighbor embedding) (Maaten et Hinton 2008) a permis d'identifier plusieurs
populations cellulaires et une certaine hétérogéneité sur l'expression des genes,
notamment en comparant les tumeurs de classes 1 et 2. L'analyse transcriptomique des
cellules uniques par inférence a permis de définir les altérations du nombre de copies
de regions génomiques (inferCNV) et la présence de sous-clones avec des aberrations
chromosomiques spécifiques, suggérant des évolutions au sein des classes 1 et 2. Cette
complexité et cette hétérogénité inter et intra-tumorales des UM a également été
rapportée par I'analyse deux métastases hépatiques d'un méme mélanome uvéal (W.
Lin et al. 2021). Cette nouvelle étude a révélé : un environnement tumoral variable
(infiltrat lymphocytaire hétérogene, infiltrat macrophagique similaire), des voies de
signalisations régulées différemment, la présence d'altérations du nombre de copies
partagées et la présence d'altérations spécifiques de sous clones au sein de ces 2
métastases (pertes du 1p, 6q, isodisomie 3, gains du 1q, 8q). L'application
d'algorithmes pour l'identification de voies dérégulées a permis d'indentifier des voies
en lien avec I'hypoxie par exemple (X. Zhang et al. 2022). Cette analyse de cellules
uniques de tumeurs primaires a permis l'indentification de marqueurs connus dans la
differenctiation mélanocytaire (comme SOX9, SOX10 et MITF), dans l'inflammation
(BCL3; CEBPB), et la dé-differenciation (JUNB, JUND, FOS et FOSB). Ces analyses ont
également mis en évidence de nouveaux marqueurs, comme HES6 pouvant étre
exprimé parfois par un sous-ensemble de cellules tumorales au sein d'une tumeur de
bon pronostique et dont I'expression retrouvée dans les métastases est associée a un
mauvais pronostic. Ces travaux ont confirmé I'hétérogénéité intra-tumorale et ont mis
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en évidence un nouveau marqueur comme cible thérapeutique (Pandiani et al. 2021).
Les résultats de ces travaux sont complémentaires de ceux de Dr Durante, dont le
contenu en contingent immunitaire était plus variable. L'apport de I'analyse mutli-
omique a partir de cellules uniques devrait aider a mieux comprendre I'héterogeineité
des UM (Strub et al. 2021), la compléxité génomique, et les relations entre les cellules
tumorales et leur environnement (Gao et al. 2022).

Figure 27: Possibilité d'analyses muliples a partir de donneées transcriptomiques de cellules uniques.

Extrait de Strub et al, 2021.
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Les analyses et méthodes appliquées pour comparer les données transcriptomiques de milliers de cellules
individuelles (scRNAseq) permetent la mise en évidence de marqueurs potentiels et de cibles thérapeutiques
puis leur validation fonctionnelle. L'analyse en composantes principales (ACP) est une technique de réduction
de la dimensions pour la description graphique de l'information présente dans de grands ensembles de
données. L'analyse Seurat est utilisée pour identifier les sources d'hétérogénéité (cancer, stroma et cellules
immunitaires) dans les ensembles de données de RNA-seq de cellules uniques et pour identifier des groupes
de cellules. InferCNV est utilisé pour explorer la variation du nombre de copies (CNV). SCENIC permet de déduire
les réseaux de régulation des genes et les types de cellules a partir de données scRNAseq. Monocle permet de
déduire la trajectoire de cellules individuelles en fonction de leur progression dans un processus biologique.
L'ATAC-seq est utilisé pour étudier la dynamique de la chromatine. TCR-seq permet de disséquer la complexité
du répertoire des cellules T et reflete directement la diversité des réponses immunitaires. L'intégration compléte
des données sur les cellules individuelles pourrait permettre d'identifier de nouveaux biomarqueurs et de
nouvelles cibles pour des applications cliniques.

71




5. Mélanome uvéal et intérét du systéeme immunitaire

Associée a la monosomie 3, l'inactivation de MBD4 a été identifiée dans 2% des cas de
mélanomes uvéaux, et donne lieu a une charge mutationnelle élevée. L'inactivation de
MBD4 a été identifiée dans une patiente montrant une réponse exceptionnelle a un
anticorps anti-PD1. (M. Rodrigues, Mobuchon, Houy, Fiévet, et al. 2018). La recherche
de mutations MBD4 en routine clinique pourrait permettre d'identifier des patients
pouvant bénéficier d'un traitement par immunothérapie (inhibiteurs de
« checkpoints ») (Derrien et al. 2020; P. A. Johansson et al. 2019).

La maladie métastatique est celle qui a le pronostic le plus sombre dans le mélanome
de I'uvée, sachant que la majorité des cas a une monosomie du 3, un gain du 8q, et est
mutée BAP1. L'échappement tumoral au systeme immunitaire passe par I'inhibition de
ces récepteurs par l'expression de ligands. Il est intéressant de rappeler que les
mélanomes uvéaux se développent initialement dans un organe ou I'environnement
immunitaire est peu présent, comme dans le cerveau, ou la réponse innée et adaptative
est réprimée. L'humeur aqueuse produite par les cellules de I'ceil, contient des
immunosuppresseurs tels que la cytokines MIF (macrophage migration-inhibitory
factor), FAS ligand, IDO1/2, le TGFB et I'a—MSH (Melano Stimulating Hormone) qui
bloquent la réponse des cellules NK (Natural Killer) (Streilein 1999; Cone et Pais 2009;
Ferguson et Griffith 2007). L'expression de MIF a d'ailleurs pu étre quantifiée dans des
modeles métastatiques de mélanome uvéal, bloquant la réponse immunitaire, méme
dans I'environnement hépatique pourtant riche en NK (Repp et al. 2000). Les travaux
de Figueiredo et al. (Figueiredo et al. 2020) ont montré la surexpression de génes
immuno-suppresseurs comme HLA-DR, CD38 et CD74 par les cellules tumorales, la
présence de TILs (lymphocytes infiltrant la tumeur) et de TAMs (tumor associated
macrophages) surexprimant IDO1 et TIGIT en particulier, proposant ainsi une piste
intéressante d'inhibition de cette immuno-résistance (Holmgaard et al. 2013;
Machicote et al. 2018; Tosi et al. 2021). Des approches d'analyse de transcriptome de
cellules uniques réalisées par I'équipe de Dr William Harbour sur une dizaine de cas
d'UM (tumeurs primaires et métastases) ont récemment montré une expression de
TIGIT, et LAG3 dans les cellules immunitaires contrairement a CTLA4 et PDL1, et que
LAG3 était exprimé de maniere plus homogene au sein de populations de NK et de
cellules T régulateurs (Durante et al. 2020).

La mise en évidence de néo-épitopes dans les mélanomes uvéaux constitue une autre
piste intéressante pour les patients chez qui des mutations pour des facteurs
d'épissage tels que SF3B1, SUGP1,(Alsafadi et al. 2016; Canbezdi et al. 2021; Alsafadi et
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al. 2021), SRSF2 (J. Zhang et al. 2015; E. Kim et al. 2015), SF3B5, TAD1A, IDHT ou des
facteurs impliqués dans la dégradation des ARN non-sens (NMD (Kurosaki, Popp, et
Maquat 2019)) comme PPP2R1A (Kahles et al. 2018) sont détectées. Bien que la
détection de mutations dans les genes connus ne soit pas toujours réalisable par
manque d’ADN disponible, les signatures transcriptionelles de défauts d'épissage
basées sur des analyses de RNAseq permettent d'identifier des transcrits alternatifs
tumoraux, parmi lesquels certains peuvent étre traduits en protéines ou polypeptides
et produire des néo-antigenes (Alsafadi et al. 2016; Kahles et al. 2018; Bigot et al. 2021;
Apcher et al. 2013; Yewdell, Dersh, et Fahraeus 2019). L'existence de néo-transcrits
fonctionnels donnant lieu a néo-épitopes communs et partagés par lI'ensemble de
patients mutés SF3B1 par exemple (publics a I'opposé de transcrits alternatifs privés
identifiés dans un seul individu) permet d'envisager des vaccinations utilisant soit des
longs peptides soit des vaccins ADN ou ARN. Ces épitopes spécifiques de tumeurs
peuvent également étre utilisés pour élaborer par exemple des récepteurs des cellules
T (TCR) et engager la réponse médiée par lymphocytes T CD8+ lorsque ces peptides
sont présentés par le CMH de type I. Dans ce cas des TCR spécifiques solubles
reconnaissant les néo-épitopes peuvent étre modifiés avec I'ajout d'un domaine anti —
CD3 (ImmTAC) et ainsi augmenter la réponse immunitaire comme proposé par
Immunocore pour cibler des épitopes de mélanomes (gp100, MAGE A3, NYBR1, NY-
ESO-1) (Liddy et al. 2012; Harper et al. 2018).

Parmi les antigenes de surface pouvant étre reconnus par les lymphocytes T et
exprimés par les cellules tumorales, les cancer testis antigénes (C/T A) ont constitué
dés les années 1990 une classe intéressante de cibles a potentiel thérapeutique (Coulie
et al. 1993; Van Pel et al. 1995). Les CTA sont exprimés dans les cellules germinales puis
réexprimés dans un bon nombre de tumeurs solides comme par exemple les
mélanomes cutanés, les cancers du sein, de la prostate, du poumon, et les mélanomes
de l'uvée, mais également dans les hémopathies (Jin et al. 2018; van Baren et al. 1999;
Mulcahy et al. 1996). La famille des MAGE pour Melanoma-associated antigen gene a
été la premiéere classe de CTA décrite, elle est codée par environ 60 genes répartis en
deux catégories, partageant une séquence MAGE de 200 acides aminés. Les génes
codant pour les protéines MAGE de classe 1 (MAGE A, B, et C) sont localisés sur le
chromosome X et leur expression est similaire a celle des CTA, car exprimés dans les
testicules et le placenta, tandis que les genes codant pour les protéines MAGE de classe
2 : MAGE-D, -E, -F, -G, -H, -L, et Necdin sont exprimés en plus dans d'autres tissus de
I'embryon et de I'adulte). Bien que rapportées comme regulant le cycle cellulaire, les
fonctions des MAGEs restent peu étudiées. La mise en évidence en 2016 de la
surexpression de PRAME dans les mélanomes uvéaux (Field, Decatur, et al. 2016)
représente un rationnel pour l'usage de lymphocytes T modifiés (CAR-T cells ou

protéines de fusion bispécifiques TCR/Anti-CD3), comme stratégie thérapeutique. La
73



mise au point de Caspase 9 inductible dans ces CAR T cells génétiquement modifiées
permet de réguler leur action et éviter des effets adverses séveres, ceci grace a l'ajout
d'un agent permettant la dimérisation et I'induction de caspase puis I'apoptose des
cellules modifiées (Gargett et Brown 2014). L'essai BPX-701 utilise actuellement cette
approche pour cibler les cellules surexprimant PRAME dans le mélanome uvéal
(NCT02743611, Figure 28, (Al-Khadairi et Decock 2019)).

Figure 28: Essais cliniques basés sur une thérapie cellulaire anti PRAME.

Extrait de Al-Khadairi et al 2019

NCT Number Other ID Intervention Disease
Multi TAA T cells (NY-ESO-1, MAGEAA4, Hodgkin lymphoma,
NCT01333046 H-27471, ACTAL PRAME, Survivin and SSX), and non-Hodgkin lymphoma,
Azacitidine Hodgkin disease
. e - ) Relapsed/refractory
NCT02203903 RESOLVE MUt TAAT tiﬂ;(:/:];% PRAME, and hematopoietic malignancies
- (ALL, AML, CML, MDS)
. ) . Multi TAA T cells (NY-ESO-1, MAGEA4,
C _35. 0Sarcoma
NCT02239861 H-35425, TACTASOM PRAME, Survivin, and S5X) Rhabdomyosarcoma
- ) - Multi TAA T cells (NY-ESO-1, MAGEA4, . )
NCT02291848 H-35626, TACTAM PRAME, Survivin, and SSX) Multiple myeloma
NCT02475707 H-37042, STELLA Multi TAA T cells (WT1, PRAME, and Leukemia, ALL
Survivin)
A A ) | Multi TAA T cells (WT1, NY-ESO-1,
NCT02494167 H-36346, ADSPAM PRAME, and Survivin) AML, MDS
NCT02743611 BP-011 BPX-701 and Rimiducid AML, MDS, uveal melanoma
NCT02789228 7497 Multi TAA T cells (WT1, PRAME, and/or Solid tumors
Survivin)
. . Multi TAA T cells (NY-ESO-1, MAGEA4,
5 -3Q aach -
NCT03093350 H-39209, TACTIC PRAME, Survivin, and SSX2) Breast cancer
- ) | Multi TAA T cells (NY-ESO-1, MAGEA4, N
NCT03192462 H-40378, TACTOPS PRAME, Survivin, and SSX2) Pancreatic cancer
NCT03503968 CD-TCR-001 MDG1011 High risk myeloid and
lymphoid neoplasms
NCT03652545 REMIND Multi TAA T cells (WT1, PRAME, andjor Brain tumor

Survivin)

TAA, tumor associated antigen; ALL, acute lymphocytic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; BPX-701,
PRAME-TCR T cells with iCasp9; CML, chronic myeloid leukemia; MDG1011, PRAME-TCR T cells; MDS,
myelodysplastic syndromes; Rimiducid, homodimerizing tacrolimus analogue.
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C. MODELES D'ETUDES DES MELANOMES DE L'UVEE

Des modeéles cellulaires in vitro et des modeles animaux sont indispensables pour
mieux comprendre le développement de la maladie et surtout pouvoir évaluer des
nouvelles options thérapeutiques. De nombreux efforts ont été entrepris pour générer
des modeéles cellulaires et animaux récapitulant le mieux possible la maladie.

Les premiers travaux publiés visant a mettre en place des modeles cellulaires de
mélanome uvéal sont ceux de Kirby et al de 1929 (Kirby 1929) permettant de maintenir
des cellules en culture sur de courtes périodes. Les travaux d'Albert et al en 1984 (Albert
et al. 1984) ont réussi a établir des lignées a partir de cellules de mélanomes uvéaux
cultivées avec des fibroblastes irradiés pour éviter qu'ils prédominent dans les cultures,
et al'aide de milieux de culture HBSS complété notamment avec de I'EGF et de la toxine
de choléra. Ensuite les travaux de Kan-Mitchell de I'Université du Sud de la Californie —
Los Angeles, en 1989 ont permis d'établir des lignées cellulaires (OCM1 et OCM2) a
partir de tumeurs primaires énucléées a Miami, tolérant un grand nombre de passages
(jusque 300 fois) et permettant d'établir des modeéles animaux a partir de xénogreffes
chez le lapin(Kan-Mitchell et al. 1989). Ces travaux ainsi que ceux de leurs
collaborateurs de Leiden (Luyten et al. 1996; De Waard-Siebinga et al. 1995) ou d'autres
laboratoires (Nareyeck et al. 2009) ont permis de montrer qu'un faible nombre de
modeles de lignées cellulaires pouvait étre établi et maintenu en culture correspondant
probablement aux modeles les plus agressifs de mélanomes uvéaux. L'authentification
des différents modeles d'UM par I'analyse de séquences répétées en tandem (STR) a
permis de s'assurer de l'authenticité de lignées établies, et de clarifier les modéles
générés malgré I'hétérogénéité des altérations qui peuvent subsister entre la tumeur
et les lignées cellulaires établies (Folberg et al. 2008; Griewank et al. 2012) (Figure 29,
Figure 30). La détection de mutations BRAF dans certains modeéles tels qu'OCM-1 remet
en cause l'origine sinon l'usage de ces modéles comme modéles d'études des UM
(Jager et al. 2016). La présence de gain partiel du chromosome 8 semble étre un trait
partagé par les modeles établis (Figure 30) (Jager et al. 2016).
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Différents modeles animaux tumoraux ont été établis par l'implantation (greffes) de
cellules tumorales (xénogreffes) ou du tissu tumoral (xénogreffes dérivées de tumeurs
de patients ou PDXs), ou apres modifications génétiques (modeles transgéniques ou
modeles génétiquement modifiés : GEMs). L'exposition a des carcinogenes a aussi
permis |'établissement de modeles de tumorigénése « spontanée » (Figure 31, (Boix-
Montesinos et al. 2021)). Des caractérisations moléculaires, montrant le maintien des
caractéristiques génomiques (C. Laurent et al. 2013; Némati et al. 2010; Coussy et al.
2019; Woo et al. 2021), ainsi que de I'expression génique sont tres importantes et
assurent la relevance de ces modeéles in vitro et in vivo avant d'utiliser ces modeles pour
des études précliniques. Comme cités plus tard, ces modeles ont permis d'identifier de
nouvelles stratégies thérapeutiques dans le mélanome uvéal (Vivet-Noguer et al. 2019;
F.-X. Yu et al. 2014; de Koning et al. 2019; Decaudin et al. 2020).

Figure 31: Possibilité d'analyses de modéles d'études précliniques de cancers.

Extrait de Boix-Montesinos et al, 2021.
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Vue d'ensemble de modeles précliniques, y compris les systemes de culture conventionnels in vitro en 2D, les
systemes de culture en 3D et les modéles in vivo, permettant le développement de nouveaux traitements basés
sur les propriétés intrinseques et la complexité des modeles.

Dans le mélanome de l'uvée, I'établissement de modeles animaux via la greffe de
cellules tumorales peut étre réalisée chez des petits animaux comme la souris, le lapin,
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le hamster (Urbanska et al. 2000), le poisson zebre (van der Ent et al. 2014), ou encore
le cochon (J. Cao et Jager 2015). La greffe de suspensions de cellules tumorales ou de
tissu tumoral peut étre réalisée de facon orthotopique dans la chambre oculaire
antérieure, soit dans la région intravitréene, soit dans la région suprachoroidale voire
dans la région postérieure (Diaz et al. 1999; Stei et al. 2016). Ces techniques requierent
une bonne expertise et I'usage de systemes pour guider et contrOler la greffe et
présentent de faibles taux de succes. Dans ces méthodes, il faut utiliser de faibles
volumes de cellules injectées pour permettre le maintien de la physiologie de I'organe.
Bien qu'il n'existe pas de modele syngénique de mélanome uvéaux, l'injection de
lignées cellulaires de mélanomes cutanés a ainsi permis de créer des modeles
syngéniques pour comprendre le réle du systeme immunitaire et la progression
tumorale (lignée cellulaire B6 établies d'un mélanome cutané murin de souris C57BI/6J,
et ses dérivés B16F10, LS9). D'autres approches d'injections de cellules tumorales dans
la circulation sanguine ou directement dans des organes d'intérét ont été réalisées
pour le développement métastatique (H. Yang et al. 2008). La greffe de cellules
tumorales humaines (CDX) et de fragments de biopsies de tumeurs humaines (PDX)
sont faites généralement de facon ectopique : en sous cutané sur le flanc de la souris
ou bien dans le coussinet adipeux interscapulaire avec des taux de succes variables.
Cette derniere approche a été mise en ceuvre par la Dr Fariba Némati et son équipe
établissant un panel de modeles d'études des mélanomes de |'uvée a I'Institut Curie au
sein du Laboratoire d'Investigation Préclinique dirigé par le Dr Didier Decaudin. Les
comparaisons entre tumeurs primaires ou métastases et les différents passages des
PDX ont montré des caractéristiques tres semblables tant au niveau morphologique,
génomique ou transcriptomique (Figure 32) (Carita, Némati, et Decaudin 2015; Némati
et al. 2010; C. Laurent et al. 2013).
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Figure 32: Caractéristiques de modeles de mélanomes uvéaux mis en place a I'Institut Curie.

Extrait de Carita et al, 2015

PDXs Histology Gene mutations Chromosome imbalances GE
GNAQ GNA11 BAP1 SF3B1 3 8q

P X P X P X P X P X P X p X X
MP34 E E 0 0 + + 0 0 + -3p +8q°
MP38 S E + + 0 0 + + 0 isod -3 +8q  +8q 2
MP41 E E 0 0 + + 0 0 0 N N +8¢°  +8¢° 1
MP42 S S 0 0 + + + + 0 2
Mp46 E M + 0 0 0 -3 isod
MP47 E E 0 0 + + + + 0 -3 +8q 2
MP55 M E 0 0 + + + + -3 -3 +8q +8q 2
MP65 0 0 + 1 + ks -3 -3 +8q +8q 2
MP71 E E + + 0 0 0 0 0 -3 -3 +8q  +8q 2
MP77 E E 0 0 + + 0 0 0 -3 -3 +8q +8q 2
MP80 M M 0 0 + + 0 0 0 -3 -3 +8q  +8q 2
MMZ6 M E + + 0 0 0 0 + -3 -3 +8q +8q 1
MM28 M E 0 + + 0 isod
MM33 E E + + 0 0 0 0 0 N N +8q  +8q 1
MM52 M M + 0 0 + T 1 -3 -3 N +8q 2
MM66 E E 0 + 0 0 N N +8q  +8q 1
MM74 E E 0 0 + + + + -3 -3 +8q +8q 2

P = Patient tumors; X = corresponding xenografts; E = epithelioid cells; M = mixed cells; S = spindle cells. Gene mutations:
0 = nonmutated; + = mutated. Chromosome imbalances: isod = isodisomy; - = loss; + = gain; ® = partial alteration; N = normal;
empty = no data available. GE = Classification by gene expression [26]: 1 = low-risk tumors; 2 = high-risk tumors.

Notre Laboratoire d'Investigation Préclinique a établi des modeles cellulaires dérivés
de PDX (Figure 33) (Amirouchene-Angelozzi et al. 2014). La mise en place de ces
modeles a permis de disposer de modeles mutés GNAQ, ou GNATT, avec un gain du
8q, ayant perdu I'expression de BAP1, ou mutés pour SF3BT ou EIFTAX (non publié
MP77, MM364 et MM341) ou encore MBD4 (non publié). Plusieurs modeles de
mélanomes uvéaux récapitulant I'hétérogénéité des mélanomes uvéaux ont ainsi pu
étre établis puis caractérisés. Parmi ces modeles de PDX, certains ont attiré notre
attention pour approfondir leur caractérisation moléculaire, comme par exemple les
modeles ayant perdu I'expression de BAP1 sans mutation détectée (modele MP46), ou
bien les modeles pour lesquels aucun gene BSE n'a été identifié muté, qui expriment
BAP1 et qui ne présentent pas de profil d’expression suggérant un mutation d'un
facteur d'épissage comme le modele MP41 (Alsafadi et al. 2016).
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Figure 33: Caractéristiques de modeles cellulaires dérivés de PDX mis en place a I'Institut Curie.
Extrait de Amirouchene-Angelozzi et al 2014
Model Origin Morphology Doubling Status of LOH of BAP1 BAP1 GNAQ GNA11 SF3B1 EIF1AX
time chromosomes 1; chromosome 3 mutations protein mutations mutations mutations mutations
3;6; 8 and 16 expression
MP38 Primary Tumor S 80h L3q; G8; L16q Yes" €.68-9_72del No c626a>T
CL
MP41 PDX established M 41h L1p; Glq; L3; G6P; Yes" Yes c.626a > A/T
CL from Primary Tumor L6q; L8p; G8q; L16
MP46 PDX established M 110 h Glq; G6p; L6q; L8p; Yes No c626a>T
CL from Primary Tumor G8q; L16q
MP65 Primary Tumor S 120h Glgq; Gép; G8 Yes c.1717del No > C.626A > T
CL
MM28 PDX established M 109 h L1p; G1q; L3q; G6p; Yes" c.1881C > A No ~ C.626A > T ~
CL from Liver Léq; L8p; G8q; L16
Metastasis
MM33 PDX established S 91h G1; G6p; Léq; G8; G16 No Yes c626a>C = = €.22G/A
CL from Skin Metastasis
MM66 PDX established M 80h Glq; L6q; G8 No Yes Cc626A > T
CL from Liver
Metastasis
92.1 Primary tumor M 38h der (X) t (X; 6)(q28; ND ND Yes c626a>T c17G/A
CL p11),+8*
Mel202  Primary tumor M 43h ND ND ND Yes €629 G > A° = c1793¢ >T
CL
OMM1  Subcutis M 34h der(1)t (1; 3)(p31; ND ND Yes _ 626A > T _
CL Metastasis p13),+3[50%], add (8)
p11),add (16)(p12)°
OMM2.5 Liver Metastasis M S0 h ND ND ND Yes c626a>C
CL
MP34 Primary tumor E 7d L1p; L6q Yes® Yes C.626A > T c1793c > T
X
MP41 Primary tumor E 15d L1p; G1q.L6q; L8p; No = Yes = 626 a > A/T =
X G8g; G16p; L16q
MP55 Primary tumor B 8d L3; G6p; Lq; G8p; G8q; Yes c.516C > G No _ Cc.626A > T _ _
X
MP46 Primary tumor M 11d Glq; L3; G6p; L8p; Yes = No c626a>T = = =
X G8q; L16q
Model: CL, cell line; X, Xenograft.
Morphology: S, spindle cell; M, mixed; E, Epithelioid.
Doubling time. h: hours; d: days.
ND: not determined.
* As determined by Western Blot and Immunocytochemistry.
a Uniparental disomy of 3q.
b Unip disomy of ch 3.
¢ 92.1 and Mel202 were tested for GNAQ 626A > C, GNAQ 626A > T, GNA11 626A > T; the other data on GNA mutations were issued from (Griewank et al,, 2012).
d (De Waard-Siebinga et al., 1995).
e (Luyten et al., 1996).

Il est intéressant de remarquer que les caractérisations du modele MP41 ont soit
montré un statut normal du chromosome 3 (Carita, Némati, et Decaudin 2015) (Figure
32) soit une monosomie du chromosome 3 (Amirouchene-Angelozzi et al. 2014)
(Figure 33) suggérant une hétérogénéité ou une instabilité du chromosome 3 dans ce
modele.

Dans le mélanome de I'uvée, plusieurs modeéles de souris génétiquement modifiées en
activant la voies Gaq (Richards et al. 2020) ont été générées.

Feng et al (Feng et al. 2014) ont établi un modele transgénique murin dans lequel la
forme activée GNAQ Q209L est induite par la doxycycline (systeme Tet-on) grace au
systeme transactivateur rtTA2 sous contréle du promoteur du gene DCT/TRP2
(dopachrome tautomérase) exprimé spécifiquement par les mélanocytes (Takemoto et
al. 2006). Ces souris ont été croisées avec un modéle déficient pour CDKN2A/ p16'"k4
et p19'"™4b de facon a bloquer la voie du contréle du cycle cellulaire. Bien qu’aucun
mélanome uvéal n'ait été détecté chez ces animaux, les mutants p16p19ko et GNAQ
Q209L ont cependant développé des lésions cutanées dans lesquelles les mélanocytes
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présentent une activation de la voie YAP, évaluée par la présence de YAP dans le noyau.
Ce modele confirme in vivo des résultats de la méme équipe in vitro qui démontrent
gu'une mutation activatrice de GNAQ active la voie YAP indépendamment de la voie
PLCB4 mais aussi de la voie Hippo. Ces travaux suggérent que l'activation de YAP est
régulée par AMOT et est dépendante de la polymérisation de I'actine F (Figure 34).
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Figure 34: Schéma d'activation de la voie YAP suite a I'activation de Gaq.

Extrait de Feng et al 2014.
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Représentation schématique des voies Hippo-dépendantes et Hippo-indépendantes entrainant I'activation de
YAP par I'oncogene GNAQ dans le mélanome uvéal. La protéine Goaq stimule YAP par un circuit de signalisation
régulé par RhoA et Racl, initié par l'activation de Trio, qui est une Rho-GEF activant ces GTPases,
indépendamment de la stimulation la plus connue des seconds messagers par PLCB4. A son tour, RhoA active
ROCK et Rac1 stimule les protéines PAK, qui convergent vers l'activation de LIMK qui phosphoryle et inactive
la protéine de séparation de I'actine, la cofiline, ce qui entraine la polymérisation de I'actine et I'accumulation
de F-actine (non représentée, ligne continue). La F-actine peut alors se lier a I'AMOT, déplagant YAP, qui se
transloque dans le noyau et déclenche I'expression des génes. YAP libre peut également se lier a LATS, qui
phosphoryle et inactive la YAP lors de la séquestration cytosolique de la phospho-YAP par les protéines 14-3-
3 ou en favorisant sa dégradation protéosomique (ce dernier cas n'est pas représenté), dans le cadre d'une
voie canonique Hippo-dépendante limitant la fonction de la YAP. La facon dont les Rho GTPases régulent la
fonction de LATS n'est pas entiérement comprise (ligne pointillée). On s'attend a ce qu'en présence
d'oncogenes GNAQ, I'activité réduite de LATS agisse de maniére coordonnée avec la stimulation probablement
dominante de YAP médiée par la F-actine pour favoriser la stabilisation et la translocation nucléaire de YAP, ce
qui entraine finalement I'expression de genes promoteurs de croissance régulés par YAP.

Un autre exemple de modele murin génétiquement modifié correspond a
I'introduction d'une mutation GNAQ Q209L sous le controle d'un promoteur Rosa26,
grace au systeme Flox, et l'utilisation de MITF-Cre qui assurent l'expression du
transgéne dans le lignage mélanocytaire (Alizadeh et al. 2008). Lors de I'expression de
MITF par les cellules mélanocytaires, la recombinase Cre flanquée des régions de
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régulation de MITF est exprimée et supprime par recombinaison les cassettes Flox qui
encadrent et bloquent l'expression de l'allele GNAQ Q209L, permettant ainsi
I'expression de I'allele muté. Ce modéle murin mis en place par I'équipe du Dr Van
Raamsdonk (J. L.-Y. Huang, Urtatiz, et Raamsdonk 2015) montre que |'expression de
GNAQ muté dans les cellules qui exprime MITF vont donner lieu apres 3 mois, a des
lésions dans le tractus uvéal.

Enfin I'approche de Dr Amanda Moore et al (Moore et al. 2018) mise en place pour
approfondir I'altération de la voie Gaqg/PLCB4/CYLSTR2 et comprendre les interactions
avec BAP1, a nécessité de croiser des modeles murins génétiquement modifiés. Ces
travaux ont placé GNAT7 Q290L sous un promoteur Rosa26, ou la recombinasse Cre
est sous le contrdéle de séquence régulatrice de Tyrosinase (Tyr) pour |'expression de
I'allele GNATT muté dans le lignage mélanocytaire. Cette premiere modification a
permis de montrer une hyperplasie au niveau de la peau, du systéeme nerveux et de la
choroide (épaississement de la choroide et du corps ciliaire) qui progresse au cours du
temps vers un mélanome uvéal. Cependant cette mutation provoque des altérations
également dans les organes contenant des ces mélanocytes comme dans les méninges,
le myocarde, et dans les poumons ou résideraient des cellules pigmentées sinon des
métastases. L'ajout d'une seconde mutation (BAP1°¥/ ou BRAF V600E) a été réalisée
par induction au tamoxyphene de la recombinasse Cre donnant lieu soit a une perte
de fonction de BAPT (BAP1-loxé), soit a une mutation BRAF V600E. La comparaison
transcriptomique des modeles mutés GNATT +/- BAPT montre une accélération de
I'apparition de lésions cutanées, une augmentation de leur nombre mais pas de leur
taille lorsque BAPT et GNATIT sont mutés. Les auteurs ont ensuite comparé le
transcriptome des modeles mutés GNATT vs BRAF ainsi que celui des mélanomes
cutanés et uvéaux mutés ou BRAF et GNAQ / GNATT du TCGA. Ces comparaisons ont
mis en évidence RASGRP3 (RAS guanyl releasing protein3), qui est une G-exchange
proteine / protéine GEF qui relargue le GDP et se lie au GTP, comme jouant un rdle
essentiel dans la tumorigénése médiée par I'activation de la voie Gaq.

Le poisson zeébre constitue depuis de nombreuses années un modéle intéressant en
embryologie, mais également en oncologie. La mise en place de modeles par
transgénese, ou par xénogreffes pour la compréhension de l'oncogenese et la
dissémination tumorale, ainsi que pour des études précliniques est prometteuse (van
der Ent et al. 2014; Frantz et Ceol 2020). L'activation de la voie YAP plutot que la voie
ERK a pu étre montrée dans des modeles transgéniques GNAQ Q209P également
mutés p53 (mutants homozygotes p53 M214K) (Mouti et al. 2016). Ce type de modele
permet de réaliser rapidement sur des cohortes importantes d'individus des études de
validation de cibles thérapeutiques et de leurs inhibiteurs (van der Ent et al. 2014). Les
travaux récents de Raymond Barnhill et Filippo Del Bene a I'Institut Curie, ont pu
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apporter des précisions sur la migration des cellules tumorales, et en particulier
I'angiotropisme et la migration extravasculaire de cellules tumorales fluorescentes dans
ce type de modele (Fornabaio et al. 2018).

APPORT DES ANALYSES MULTI-OMIQUES EN CANCEROLOGIE

A. ETAPES DE CANCEROGENESE

Les cancers reposent sur des altérations génétiques diverses et complexes. Ces
altérations peuvent étre soit des substitutions d'une seule base dont la variation d'un
seul nucléotide (SNV, single nucleotide variant) fait apparaitre un variant pathogene,
ou des variations structurales (SV) de quelques nucléotides telles que les insertions
duplications (indels), voire des variations plus larges telles que des insertions, délétions,
inversions de grande taille. Enfin des gains ou des pertes de régions chromosomiques
peuvent apparaitre et conduire a des réarrangements chromosomiques complexes,
donnant lieu a une aneuploidie sous-jacente a une instabilité génomique (Alexandrov
et al. 2020; Vogelstein et al. 2013; Tubbs et Nussenzweig 2017). L'origine de ces
altérations peuvent étre extrinseques et causées par l'exposition a des agents
pathogenes, des radiations provoquant des dommages a I'’ADN et/ou aux processus
de réparation des dommages mais les causes sont multiples et mal connues. Les
dommages peuvent étre intrinseques et dus a des modifications nucléotidiques telles
que des dépurinations, déaminations ou oxydations, a des erreurs durant la réplication,
ou a des erreurs des processus de réparation de 'ADN. La fréquence de mutation est
tres variable selon les cancers telle qu'observée dans les données du TCGA sur plus de
12 cancers différents et 3281 tumeurs analysées par Kandoth et al. (Kandoth et al. 2013)
ou la médiane oscille entre 0.28 et 8.15 mutations par Mb mais pouvant atteindre par
cancer, des taux bien supérieurs (10-100 mutation/Mb). D’ailleurs des signatures
spécifiques a pu étre définies par des algorithmes comme ceux des travaux de
Alexandrov et al en 2013 et 2020 (Alexandrov et al. 2013; 2020) mettant en évidence
une centaine de signatures mutationnelles impliquant soit un seul nucléotide (67
principales signatures « SBS » pour Single base substitutions), soit deux nucléotides (11
signatures, DBS : doublet base substitutions) soit plusieurs nucléotides telles que les
petites insertions/délétions (17 signatures identifiées, ID pour Insertion/deletion). Ces
signatures ont permis par exemple d'identifier des signatures liées aux UV en particulier
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dans les mélanomes cutanés causant des dimeres de pyrimidines (signatures SBS7a et
SBS7b correspondant respectivement aux substitutions C>T au niveau de TCN et au
niveau de CCN, ainsi que la signature DSB1: CC>TT). Des taux élevés de mutations
conduisent a l'apparition de mutations dans des genes clés de la réparation des
dommages a 'ADN comme MSHZ2 ou MSH3.

La présence de mutations peut conduire au phénotype oncogénique et les mutations
dites « driver » correspondent a des mutations conduisant au processus oncogénique
malin de transformation et de progression tumorale. Les mutations dites passageres
« passenger » participent au phénotype tumoral mais ne donnent pas un avantage sur
la croissance ou l'invasion et ne sont pas directement impliquées dans le processus
tumoral.

B. GENES SUPPRESSEURS DE CANCER ET GENES ACTIVATEURS

La présence de mutations peut avoir pour conséquence d'activer la fonction d'un
oncogene, ou conduire a la perte de fonction chez les tumeur suppresseurs conduisant
a la prolifération cellulaire en premier lieu (Vogelstein et al. 2013). La présence de
mutations dans les oncogéenes intervient sur des domaines fonctionnels de maniere
plutot récurrente, c'est-a-dire sur un nombre restreint d'acides aminés, dans les
domaines actifs de tyrosines kinases de récepteurs membranaires (CYLSTR2, ERBB2),
d'effecteurs cytoplasmiques (BAF, MAPK), de GTPases (GNAQ, GNA11), ou de facteurs
de transcription (MYC). Des substitutions sur un seul allele rendant un site
constitutivement actif, des translocations conduisant 'oncogéne sous contrdle d'un
promoteur actif, ou des amplifications conduisant a 'augmentation du dosage génique
peuvent intervenir sur ces oncogenes. A |'opposé, une mutation bi-allélique
inactivatrice d'un gene suppresseur de tumeur va conduire a sa perte de fonction.
L'inactivation peut également étre liée a une substitution, ou insertion/délétion dans
une région codante, ou régulatrice (intron, promoteur, élément de régulation a
distance ou enhancers, méthylation du promoteur), et est associée a la perte de 'alléle
normal. La perte de fonction dans des genes de maintenance ou de stabilité du
génome peut également étre associée au role d'oncogene comme les genes en charge
de réparation des dommages a I'ADN (TP53, BRCA1/2, ATM, MSHZ2, MLH1, MBD4), ou
des genes impliqués dans le remodelage de la chromatine (histone-Lysine N- méthyl
transferase : genes KMT2D, KMT2C ou KMT2B, ou nommés MLL2, MLL3 et MLL4).

La recherche de mutation par séquencage ciblé des régions codantes représente
actuellement la stratégie la plus intéressante en terme de rapidité, manipulation des
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données et colt de mise en ceuvre pour identifier des mutations (O. J. Dillon et al.
2018). Ces approches ciblées permettent I'identification de variants pathogenes mais
également la mise en évidence de variants de signification inconnue (VUS, variants of
unknown significance) dont la pathogénicité reste a définir.

C. ALTERATIONS GENOMIQUES DE GRANDE TAILLE

Les altérations génomiques de grandes tailles telles que des insertions duplications,
inversions, duplications, translocations sont tres hétérogenes et peuvent impliquer des
réarrangements de dizaines de bases a des chromosomes entiers (Freeman et al. 2006;
T. Wang et al. 2022; Boyling, Perez-Siles, et Kennerson 2022). Ces altérations
concernent systématiquement la fusion de deux jonctions d’ADN apres cassure. La
jonction peut avoir lieu au point de cassure ou au niveau de région de micro-
homologie des jonctions du fait de défauts de réparation de I'’ADN. Les approches de
cytogénétiques tels que les étalements métaphasiques associés a I'hybridation de
sondes fluorescentes spécifiques de régions chromosomiques d'intérét (FISH multi-
spectral, chromosome painting, etc.) ont permis de caractériser des altérations de
grandes tailles complexes et de caractériser l'instabilité génomique de certaines
tumeurs. Les approches de séquencage massif ont permis de préciser certaines
altérations avec plus ou moins de succes selon la taille de I'anomalie ou sa localisation,
et selon la technique de séquencage employée. L'analyse récente des données de
séquencage massif du TCGA et de I'lCGC, a la encore permis d'identifier 16 signatures
(Figure 35, (Y. Li et al. 2020)), selon la présence d'insertions, de répétitions d'insertions,
ou de multiples réarrangements en chaine plus complexes apparentés a des
translocations de plusieurs régions.
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Figure 35: Classification de variants structuraux.

Extrait de Y Li et al 2020.
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Schémas des principales classes de variants structuraux (SV), regroupés selon qu'ils sont simples ou
complexes et qu'ils résultent de processus de couper-coller ou de copier-coller. Chaque schéma
comprend trois parties. Le segment supérieur montre des arcs en pointillés pour chaque jonction de
réarrangement qui joint deux segments chromosomiques ensemble. Le segment du milieu montre le
nombre de copies des segments génomiques qui sont impliqués. Le segment inférieur montre la
configuration du chromosome dérivé final qui résulte du variant structural ; la couleur des segments
correspond a la couleur de ce segment dans le schéma du nombre de copies. Le signe + indique les
différents chromosomes dérivés créés pour certaines des classes : c'est-a-dire que les variants
structuraux ne sont pas transformés en un seul chromosome dérivé.
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D. TRANSCRITS DE FUSION

Les variants génomiques structuraux, donnant lieu a des remaniements
chromosomiques comme les translocations ou insertions de régions génomiques
peuvent conduire a des genes de fusion, voire des transcrits de fusion fonctionnels
(Figure 36) codants ou non pour des protéines de fusion.

La premiére translocation identifiée dans des cancers a été la translocation réciproque
entre les chromosomes 9 et 22 dont le point de cassure est en 9924 au niveau du gene
ABLT (Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) et en 22g11 au niveau du
gene BCR (Breakpoint Cluster Region, BCR) (Nowell 1962; Rowley 1973). Le
chromosome 22 raccourci et portant la partie terminale du chr9 est appelé
chromosome de Philadelphie du fait de la ville ou il a été mis en évidence. Cette
translocation t(9;22) (934 ;q11) est présente chez 90% des patients atteints de
leucémies myéloides chroniques notamment (LMC/CML), mais également chez des
patients atteints de leucémies lymphoblastiques aiglies (LLA/ALL) et de leucémies
myéloides aiglies (LMA/AML). La caractérisation moléculaire de cette translocation a
montré ultérieurement que le point de cassure avait lieu dans le gene BCR
généralement au niveau d'exon 12 a 16 voire entre les exons 19 a 20 ou dans le 1¢
exon, impliquant au minimum le domaine serine/thréonine kinase de BCR. De la méme
maniere, le point de cassure sur le gene ABL varie : il est majoritairement entre les
exons 2 a 11. Différentes isoformes ont été identifiées selon le point de cassure (ARN
BCR-ABL de 7 a 10kb) et I'expression de protéines chimériques (190-230kb), impliquées
par exemple dans l'activation de kinase (Lugo et al. 1990), la voie de signalisation RAS
(Cortez et al. 1996), I'altération du cytosquelette (via FAK (Gotoh et al. 1995; Verfaillie
et al. 1997)), la résistance a I'apoptose (via BCL2, (Bedi et al. 1994)) et la réparation des
cassures double brins de 'ADN (Takeda, Shibuya, et Maru 1999).

D’autres genes de fusions causés par des réarrangements structuraux (translocations,
inversions, insertions, etc) ont été identifiés dans des hémopathies telles PML-RARA,
causé par t(15;17)(g22;921))(Larson et al. 1984), mais également dans les sarcomes et
carcinomes comme EWSRT-FLIT (t(11;22)(q24;912), (Aurias et al. 1984)), BCOR-CCNB3
(inv(X), (Pierron et al. 2012; Peters et al. 2015)), EVT6-NTRK3 (t(12;15)(p13;925),
(Knezevich et al. 1998)), EML4-ALK (inv(2)(p21p23), (Soda et al. 2007)) ou encore
FGFR3-TACC3 (t(4;7), (D. Singh et al. 2012; S. V. Williams, Hurst, et Knowles 2013; Y.-M.
Wu et al. 2013; Helsten et al. 2016)), etc.
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Ces réarrangements contribuent a la dérégulation des genes impliqués et dont les
transcrits de fusion participent directement a la tumorigénese. Ces transcrits de fusion
codant pour des protéines présentent des cibles thérapeutiques intéressantes comme
le Glivec inhibant I'activité tyrosine kinase de BCR-ABL dans les leucémies myéloides
chroniques (Druker et al. 2001), ou le Crizotinib inhibant les protéines de fusion
impliquant ALK (EML4-ALK) dans les cancers du poumon (Shaw et al. 2011). D'autres
inhibiteurs dirigés par exemple contre les différentes fusions impliquant les récepteurs
au FGF (FGFR1-4), ciblant soit les domaines tyrosines kinases de FGFRs soit les
domaines liant I'ATP, ont montré des résultats encourageants en clinique (De Luca et
al. 2020).

Des transcrits de fusions ne codant pas pour des protéines peuvent modifier la
prolifération de cellules tumorales comme SLC45A3-ELK4 (Qin et al. 2017) dont
I'origine est un épissage en cis de genes adjacents (Figure 36 A et D, (Jia, Xie, et Li
2016)) dans le cancer de la prostate (Yanmei Zhang et al. 2012; Qin et al. 2015). Cet
épissage a distance est causé par la formation d'une insulation dont la boucle
d'extrusion est formée par les facteurs de cohésion de I'’ADN et la présence de motifs
CTCF. D'autres processus plus complexes de trans-épissage ont été décrits et peuvent
également conduire a la synthese d’ARN chimériques comme schématisé en Figure 36
E et F (Jia, Xie, et Li 2016; Maher et al. 2009).

Il est important de noter que ces transcrits de fusion codant ou non pour des protéines
chimériques, ont également été identifiés dans des conditions physiologiques
normales (Babiceanu et al. 2016). Les travaux de Babiceanu et al de 2016, ont montré
I'importance de filtrer les transcrits de fusions « tumoraux » par ceux détectés en
situation physiologique normale et éviter la détection de faux positifs en particulier
chez les primates ou le nombre d'événements est plus important que chez les autres
vertébrés quel que soit le tissu ou I'organe considéré (Barbosa-Morais et al. 2012).

De fagon intéressante, les sarcomes d'Ewing présentent un tres faible taux de mutations
par Mb (Anderson et al. 2018) similaires aux UM, néanmoins 42% de ces sarcomes
comportent au moins un réarrangement impliquant EWSRT et ETS comme transcrits de
fusion. Ces réarrangements complexes, sont associés soit a une chromoplexie soit a un
chromothripsis, et sont retrouvés dans des sarcomes d’'Ewing agressifs, de moins bons
pronostics. Dans le contexte de chromoplexie, il a été montré que les régions soumises
a des variants structuraux correspondent a des régions de réplications précoces, et
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comportent un grand nombre de genes dérégulés donnant un enrichissement de voies
de signalisations associées aux cancers (Anderson et al. 2018). Bien que le taux de
mutations ponctuelles soit plus important dans les cancers de la prostate, des
translocations ainsi que des délétions ont également été identifiées conduisant a la
surexpression de facteurs de transcription et de transcrits de fusion. Il a d'ailleurs été
suggéré que cette chromoplexie participe a la tumorigénése des cancers de la prostate
(Baca et al. 2013). Enfin l'identification de ces transcrits de fusion présente des
perspectives intéressantes pour la compréhension des mécanismes oncogéniques,
pour le développement de biomarqueurs et de thérapies innovantes.
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Figure 36: ARN de fusion et réarrangements interchromosomiques.

Extrait de Jia et al 2016
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(A) Translocation : le réarrangement de parties de deux chromosomes non homologues peut réunir
deux génes séparés. (B) Inversion : Le segment d'un chromosome couvrant deux génes est inversé
bout a bout, ce qui conduit a la formation de genes de fusion. (C) La suppression de la partie
interstitielle entre deux génes séparés peut entrainer la fusion de genes. (D) Epissage en cis entre
genes adjacents. La machinerie de transcription lit a travers deux genes voisins, transcrivant dans la
méme direction. Aprés I'épissage, les exons des genes différents sont épissés ensemble pour
produire un ARN chimérique. (E) Trans-épissage intragénique. Deux transcrits de pré-ARNm
provenant du méme locus génomique participent au processus. Les deux transcrits de pré-ARNm
peuvent étre transcrits a partir du méme brin ou de brins différents. L'épissage transgénique peut
entrainer une duplication d'exon ou une fusion sens-antisens. (F) Trans-épissage intergénique. Deux
transcrits de pré-ARNm provenant de deux loci génomiques différents sont épissés ensemble.

E. REGULATION DE L'EXPRESSION DES GENES

1. Modulation de I'expression des géenes par la méthylation de I'’ADN

Les variations de méthylation de I'ADN constituent avec les modifications post
traductionnelles des histones, ou I'organisation et la compaction de la chromatine, un
domaine important de la biologie qu'est I'épigénétique. D'ailleurs les caractéristiques
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épigénétiques d'un organisme participent a son développement, sa croissance, et ses
fonctions.

Les principales modifications chimiques réversibles de I'ADN correspondent a la
méthylation de I'’ADN et plus précisément a la méthylation des cytosines, dont la
découverte des 5-methylcytosines (5mC) remonte a la fin des années quarante
(Hotchkiss 1948). La régulation de I'expression des genes par la méthylation de I'ADN
a été démontré plus tardivement, comme impliquée lors de la différentiation ou
I'inactivation du chromosome X, ou I'empreinte parentale (Holliday et Pugh 1975;
Okamoto et Heard 2006). La méthylation de 'ADN permet de bloquer la fixation de
facteurs de transcription, et permet de fixer des protéines ayant une affinité pour les
CpG méthylés (MBD1-4) ou les protéines modifiant la chromatine et ayant un réle
répressif (Klose et Bird 2006). L'ajout d'un groupement méthyl en C5 sur les cytosines,
d'ilots CpG, est réalisé par des ADN méthyl transférases (DNMTs) comme DNMTT, 2,
3A, 3B et 3L chez I'humain (Lyko 2018). L'activité de ces enzymes, est elle-méme régulée
par les complexes protéines de remodelage de la chromatine comme ATRX, les
complexes Polycomb, des ARN non codant, et certaines modifications d’histones
(H3K4me3 notamment) (Piunti et Shilatifard 2016; Greenberg et Bourc'his 2019).
L'oxydation des 5mC en 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) puis en 5-formylcytosine
(5fC), et 5-carboxylcytosine (5caC), est réalisée par les enzymes TET1-3 (Ten-elevated
translocation), modulant I'inhibition transcriptionnelle (X. Wu et Zhang 2017). Des
mutations des TET1, TET2 et TET3 ont été rapportées dans les hémopathies, avec des
défauts de déméthylation de I’ADN (Griewank et al. 2012; Abdel-Wahab et al. 2009).
Des mutations dans les génes IDHT et IDHZ2, régulateurs de TET2 ont également été
décrites comme associées aux pertes de fonctions de TET2 (Dang et al. 2009), bloquant
par exemple la différenciation de progéniteurs hématopoiétiques (Figueroa et al. 2010)
ou montrant un profil d’'hyper-méthylation, dans les gliomes par exemple (Han et al.
2020).

Environ 1% des cytosines sont méthylées et concernent 70% a 80% des nucléotides
CpG (Ehrlich et al. 1982; Illingworth et Bird 2009). La répartition des CpG n’est pas
homogene, probablement a cause de la mutabilité des cytosines méthylées qui,
lorsque désaminées et converties en uracile, sont remplacées par une thymine
(CpG>TpG) au cours des cycles de divisions cellulaires (Alexandrov et al. 2013; Duncan
et Miller 1980; Lunter et Hein 2004). Ce processus de réparation, correspond a la voie
du « base excision repair », impliquant MBD4 (Methyl-Binding Domain 4) ou TDG
(Thymine DNA Glycosylase), une voie retrouvée comme impliquée dans la signature
mutationnelle associée a l'age (Alexandrov et al. 2013) et déficiente lors de
I'inactivation bi-allélique de MBD4 dans I'UM (M. Rodrigues, Mobuchon, Houy, Fiévet,
et al. 2018; Derrien et al. 2020).
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Les ilots CpG ou CGls ont été définis comme des séquences GC-riches non méthylées,
d'une taille moyenne de 1000bp (Illingworth et Bird 2009). La plupart des promoteurs
contenant un CGIl ne sont pas méthylés a cause de la répression médiée par le
complexe polycomb répressif de type 2 (PRC2), impliqué dans la méthylation des
lysines 27 des histones H3 (H3K27me3) (van Heeringen et al. 2014; Riising et al. 2014).
Lorsque H3K27me3 est présente, elle bloque DNMT3A/B qui ne peut alors pas méthyler
les CGls (Marasca, Bodega, et Orlando 2018). Cette régulation de l'activité
transcriptionnelle via les charges d’histones et PRC2 est probablement plus dynamique
que la méthylation puis la déméthylation des CGls. Le fait qu'environ 70% des genes
contiennent un CGI au sein de leur promoteur a permis d'identifier deux classes de
promoteurs selon la présence de CGls (Bird et al. 1985; lllingworth et al. 2010; Saxonov,
Berg, et Brutlag 2006; Takai et Jones 2002). Alors que I'ensemble des genes ubiquitaires
possedent un promoteur contenant un CGlI, il a été montré que pres de 40% des genes
tissu-spécifiques contiennent un CGIl dans leur promoteur (Larsen et al. 1992; Zhu et al.
2008). Sachant que la moitié des CpG se trouvent en dehors des promoteurs, comme
dans les introns, les exons et les régions inter géniques, les régions répétées, il est
intéressant de considérer les diverses localisations des CpG pour identifier les régions
dont la méthylation varie entre deux situations (tumorales vs normales par exemple
(Baylin et Jones 2011; Bhasin et al. 2015; Kulis et al. 2012)).

La présence de CGI inter-géniques peut étre un élément régulateur a distance
(enhancer) comme facilitant I'activation de régions promotrices, en fixant des facteurs
de transcription. Ces éléments régulateurs a distance peuvent également constituer
des insulateurs en permettant la fixation de CTCF (au site CCCTC) et régulant la
transcription (Y. Guo et al. 2012; Bell et Felsenfeld 2000). La présence d'éléments
régulateurs a distance des promoteurs, comme super-enhancers dans une fenétre de
50kb a distance de promoteurs (Moorthy et al. 2017; Chepelev et al. 2012) peut étre
associée a la présence de marques d'histones comme H3K27Ac régulant I'activité
transcriptionnelle (Hnisz et al. 2013). Dans ce contexte, la méthylation de CpG peut
réguler la fixation de facteurs de transcription (Heyn et al. 2016). Les régulations
d'oncogenes comme MYC, RNF43, CTNNBT (Anastas et Moon 2013), AXINZ2 (Z.-Q. Wu
et al. 2012) dans les cancers colorectaux, et de micro-ARN suppresseurs de tumeur
comme MIRLET7 dans le cancer du sein et du poumon ont pu étre décrites. Dans ces
contextes, la surexpression de facteur de transcription comme FOXQ1 est nécessaire
pour que les dérégulations épigénétiques dues a la méthylation de régions a longue
distance des promoteurs menent a un processus oncogénique (Heyn et al. 2016). La
présence de CGI inter-géniques a également été décrite comme différentiellement
méthylée selon le lignage cellulaire, hyper-méthylé par exemple selon la différenciation
de cellules immunitaires (Deaton et al. 2011).
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Les CGl introniques peuvent constituer des promoteurs alternatifs, dont le niveau de
méthylation a été décrit comme tissu-spécifiques (Maunakea et al. 2010), ou associé
plus frequemment dans plusieurs cancers en comparaison avec I'’ADN constitutionnel
(Nguyen et al. 2001; Varley et al. 2013). Une analyse conduite dans des hémopathies et
cancers colorectaux a pu montrer que les CGIl des exons étaient plus sujets aux
variations de méthylation que ceux présents dans des promoteurs (Nguyen et al. 2001).
La méthylation de CpG introniques permet de réduire la transcription issue de
promoteur alternatif (Jjingo et al. 2012; Neri et al. 2017). La méthylation de CG au
niveau génique (intron et exon) est corrélée a des niveaux élevés d'expression génique
(X. Yang et al. 2014). La méthylation de jonctions introns-exons semble réguler
I'épissage, probablement du fait de la présence de nucléosome, et le fonctionnement
de la machinerie d'élongation et d'épissage lors de la transcription (X. Yang et al. 2014;
L. Laurent et al. 2010; Carty et Greenleaf 2002). Il a également été montré que les
régions méthylées intragéniques étaient enrichies en marques d'histones comme
H3K36me3 facilitant la reconnaissance des exons (Hahn et al. 2011; Hawkins et al. 2010;
Wagner et Carpenter 2012).

La caractérisation du niveau de méthylation des CGl a montré que la méthylation varie
au cours du développement, du type cellulaire et selon le type de cancer (Bhasin et al.
2015; Varley et al. 2013; Bird 2002; M. Weber et al. 2005; F. Liu et al. 2015). Dans 'UM
plusieurs publications ont montré des variations de méthylation importantes
subdivisant les UM en 4 catégories (Robertson, Shih, et al. 2017) et plus
particulierement dans les UM a haut risque métastatique, mutés BAPT (groupe 4 du
TCGA). Les travaux de William Harbour combinant analyse de méthylation et
d'expression ont permis de montrer un enrichissement de DMR hyper et hypo-
méthylés sur les chromosomes 3, 6, 10 et 19 (Field et al. 2019) lors de la comparaison
des UM de classe 1 vs de classe 2, suggérant un réle de BAP1 dans I'hyper-méthylation
de locus sur le chromosome 3 (3p21-23, 3p25-26, 3q12-21, et 3927), associé a la perte
d'expression de genes impliqués dans la mélanogeneése et le guidage axonale (DPYSL2,
ROBO23). Des travaux plus récents comparant le profil de méthylation par séquencage
massif (Boers et al. 2018) de tumeurs primaires métastatiques et leurs métastases
associées d'UM mutés BAP1, SF3B1 et EIFTAX, ont montré des DMR hypo et hyper
méthylés selon la présence de BSE (Smit et al. 2022). Dans cette étude comparant les
niveaux de méthylation aux régulations transcriptomiques dans des UM agressifs, les
auteurs mettent en évidence un grand nombre de DMR en lien avec la régulation
transcriptomique de genes impliqués dans le développement tumoral suggérant que
les régulations épigénétiques pourraient expliquer le faible taux de mutation présents
dans les UM. Dans ces travaux, les auteurs ont également identifié que 8 a 16% des
DMR (présents soit dans le promoteur soit dans les genes) sont associés a une

régulation transcriptionnelle. Dans ces travaux, I'activation de PRAME est retrouvée
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corrélée a la déméthylation de son promoteur (Field, Durante, et al. 2016), néanmoins
tres peu de genes sont retrouvés en commun avec les données du TCGA (Robertson,
Shih, et al. 2017). Les dernieres études dans le mélanome uvéal ont montré que
I'analyse exhaustive du niveau de méthylation par séquengage massif permettait
d'identifier le niveau de méthylation quelle que soit la localisation des CpG et
I'identification de régulations fines de la transcription (Smit et al. 2022; Lister et al.
2009). Enfin du fait que dans certains cas, |'activité des enzymes impliquées dans la
méthylation de I'’ADN est dépendante de modifications portées par les histones, il est
intéressant de considérer la position de marques d'histones et plus généralement
I'organisation de la chromatine pour mieux comprendre les mécanismes de régulation
de I'activité transcriptionnelle.

2. Modulation de I'expression des génes selon la présence de marques
d’histones

L'ADN est compacté dans le noyau dont I'hyper-structure de I'ADN, est due a plusieurs
niveaux d'organisations. La chromatine correspond a I'ADN enroulé autour de
protéines d'échafaudage dont les principales sont les histones H3, H4, H2A, H2B (Luger
et al. 1997). Il existe des variants d’histones H3 comme CENP-A spécifique des régions
péri-centromériques (Muller et Almouzni 2014). Le nucléosome est |'unité qui regroupe
un octamere de protéines d'histones autour duquel '’ADN est enroulé. Le diametre
d'un nucléosome est de 11nm et correspond a 147 nucléotides. Une superstructure de
30nm correspond a I'enroulement de 6 nucléosomes (environ 1kb) formant une cavité
d'un solénoide d'une structure plus compactée de la chromatine, stabilisée grace aux
histones H1. Les protéines d'histones participent a la structure de la chromatine ainsi
gu'aux fonctions et a la dynamique de I'ADN (réplication, réparation, transcription). Les
modifications chimiques réversibles des protéines d'histones sont nombreuses et
complexes, constituant un code a part entiere complétant les régulations de
I'expression des genes apportées par la méthylation de I'ADN. Les principales
modifications chimiques des protéines d'histones sont des acétylations et des
méthylations (mono, di, tri-méthylation) des extrémités N-terminales (Allfrey, Faulkner,
et Mirsky 1964), au niveau de lysine voire d'arginine (Figure 37, (Erler et al. 2014)). Les
enzymes qui régulent les charges d'histones sont soient des acétyl ou
methyltransferase (histone acteyltransferase : HAT et histone methyltransferase : HMT)
pour les histones « readers », soit des histones déacétylases (HDAC) ou des histones
déméthylases (HDM) pour les histones « erasers ». L'acétylation ou la méthylation des
extrémités N-terminales des histones modifie leur charge électrostatique positive qui
neutralise la charge négative due aux groupements phosphates de I'ADN. Cet équilibre
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de charge contribue probablement a |'organisation de la chromatine (Erler et al. 2014),
modulant l'acces aux facteurs de transcriptions et aux enzymes.

Figure 37: Schéma d'un nucléosome.

Extrait de Erler et al 2014.
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Le nucléosome et les séquences de queue d'histone, montrant 147 pb d'ADN enroulé autour d'un
noyau protéique. Le noyau protéique est composé de quatre protéines histones, H3, H4, H2A et H2B
(bleu, rouge, jaune et vert, respectivement). Une extension de 10 pb d'ADN figure de chaque coté
du nucléosome. Les séquences des queues N-terminales des histones H3, H4, et H2B et la queue C-
terminale de I'histone H2A sont également montrées, avec les résidus chargés lysine et arginine
indiqués en bleu et rouge, respectivement.
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a. Complexes Polycomb et Trithorax

Les complexes protéiques modulant I'organisation de la chromatine et régulant
I'expression des genes comprennent des complexes Polycomb de répression de la
transcription tels que PRC1 et PRC2, décrits comme régulant I'expression des genes
impliqués dans le développement, la différentiation (Kassis, Kennison, et Tamkun 2017).
Les premieres études sur ces complexes ont montré le contréle des génes du
développement Homeotic/Hox (Lewis 1978). Les complexes Polycomb (PcG) et les
complexes Trithorax (TrxG) fonctionnent de maniere antagoniste (Geisler et Paro 2015)
et sont composés soit d’'histones méthyltransférases, soit d'histones méthylases, ou
d'histones ubiquitines ligases. Ces complexes se lient a I'ADN grace a des protéines
adaptatrices au niveau de régions CpG non méthylées par exemple. Les complexes PcG
sont impliqués dans la modification des H2AK119Ub, et H3K27me3. L'ubiquitination
de la lysine 119 des protéines d'histones H2A est réalisée par les complexes polycomb
PRC1, canoniques ou non canoniques, par les protéines RING (RING1A, RING1B ou
leurs paralogues) (Taylor-Papadimitriou et Burchell 2022). H2AK119ub1 maintient une
répression transcriptionnelle des genes qu'elle contrdle. Dans ce contexte, BAP1
interagit avec ASXL1/2/3 (complexe BAP1.com), permettant la dé-ubiquitination de la
lysine 119 de H2A et I'activation transcriptionelle de genes (Scheuermann et al. 2010;
Campagne et al. 2019; Peng et al. 2018). Ces complexes ont d'abord été identifiés et
étudiés chez le xénope durant les étapes du développement embryonnaire pour le
contrdle de I'expression de genes clés (Paro 1990).

Les méthylations de lysines représentent probablement les modifications les plus
couramment associées a la régulation de I|'expression des genes. Le niveau de
méthylation est assuré par des méthyltransférases et par des méthylases permettant
de passer d'un état non méthylé (me0), a mono (me1), di (me2) et trilme3) méthylé. La
Figure 38 liste les lysines methyltransferase (« writers ») et méthylases (« erasers »)
(Hyun et al. 2017). Selon la position des marques d'histones, la méthylation est associée
a l'activation transcriptionnelle par les complexes TrxG lorsqu’elle intervient au niveau
des lysines 4, 36 ou 79 alors que la méthylation des lysines 9, 20 et 27 est plutot
associée a la répression transcriptionnelle par les complexes PcG (Figure 39, (Black, Van
Rechem, et Whetstine 2012)).
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Figure 38: Principales enzymes impliquées dans la méthylation des lysines des protéines d'histones.

Extrait de Hyun et al 2017.
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Représentation schématique d'un nucléosome montrant les principaux sites de méthylation de la
lysine sur les histones H3 et H4. Les Writers (méthyltransférases) et les Erasers (déméthylases) signalés
pour chaque méthylation de la lysine sont également représentés avec leurs spécificités d'état de
méthylation : cercle simple, me1 ; cercle double, me2 ; cercle triple, me3.

b. H3K4me3

La tri-méthylation de lysines 4 des histones H3 est présente au niveau de régions
promotrices et du site d'initiation de la transcription (Figure 39, (A Shilatifard 2012;
Santos-Rosa et al. 2002)). La méthylation de lysines 4 des histones H3 est réalisée par
des lysines méthyltransférases, KMT : SETDB1, MLL, SETD1, EZH2, etc. via leur domaine
SET (S. C. Dillon et al. 2005), au sein du complexe COMPASS (Complex Proteins
Associated with Set1), dont les sous-unités sont associées a des fonctions distinctes
(Black, Van Rechem, et Whetstine 2012; Miller et al. 2001; S. C. Dillon et al. 2005). Il a
été rapporté que la mutation d'un des membres de ce complexe, pouvait altérer le
fonctionnement du complexe dans son ensemble ou moduler sa spécificité (S. C. Dillon
et al. 2005). La mutation de SET1A a par exemple été montrée dans le carcinome
hépatique (T. Li et al. 2016). La mutation de SET1B identifiée dans le mélanome de la
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peau (Ceol et al. 2011) résulte en un gain de fonction qui accentue I'oncogenése. La
présence de mutations selon le domaine des protéines SET requiert une analyse
détaillée car il semble que selon la mutation identifiée, elle altere la fixation de facteurs
de transcription et dérégule spécifiguement certains genes clés. De maniére
intéressante, les partenaires d'assemblages du complexe de méthylation des lysines 4
histones H3 ont été identifiés comme dépendant de I'ubiquitination des histones H2B,
montrant un lien étroit mais complexe entre méthylation des H3K4 et ubiquitination
des H2B (Sun et Allis 2002; Serrano-Quilez, Roig-Soucase, et Rodriguez-Navarro 2020;
J. Choi et al. 2021). Parmi les mutations les plus fréquentes des lysines
méthyltransférases (Kandoth et al. 2013), les altérations de KMT2A/MLL1 reposent sur
des réarrangements structuraux dus notamment a des translocations équilibrées d'un
allele, présentes dans 70% des leucémies de I'enfant. Ces translocations ont pour
conséquence de fusionner la partie N-terminale de MLL1 a plusieurs dizaines de
partenaires différents (R. C. Rao et Dou 2015; Tenney et Shilatifard 2005). Ces mutations
conduisent a des défauts de méthylation participant a une transformation
oncogénique.

Selon le degré de méthylation des lysines 4 des histones H3, la déméthylation sera
réalisée spécifiquement par les déméthylases telles que LSD1/2 (Yujiang Shi et al. 2004),
NO66 et KDM5/JARID1 A-D (Tsukada et al. 2006). La déméthylation dépend également
de la présence de cofacteurs (corépresseurs) (Yang Shi et Whetstine 2007; Ali Shilatifard
2006). La surexpression de LSD1 et SNAIL a été montrée comme de mauvais pronostic
dans les carcinomes de I'hypopharynx, en favorisant 'EMT (Bottner et al. 2022).

Les mutations dans la famille de genes KDM5/JARID1 donne lieu a une dérégulation
des genes HOX, exprimés précocément durant les étapes du développement
(Christensen et al. 2007), dans les leucémies aigues pédiatriques (de Rooij et al. 2013)
mais aussi dans les cancers du sein (Yamane et al. 2007). De facon plus générale, les
altérations de lysine méthyltransférases et de lysine déméthylases causées par
mutation ou dérégulation de leur expression (KMT2B/MLL2, KDM1A/SUV39H1, etc)
(Varier et Timmers 2011; Black et Whetstine 2013), et identifiées dans les
médulloblastomes (Jones et al. 2012; Dubuc et al. 2013; Pajtler et al. 2013), sont
associées a un phénotype oncogénique (perte de controle de la prolifération, inhibition
de I'apoptose, migration), et constituent des cibles thérapeutiques intéressantes dans
le médulloblastome (Pajtler et al. 2013) ou les leucémies (Karatas et al. 2013; F. Cao et
al. 2014).
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méthylation.

Extrait de Hyun et al 2017.

Figure 39: Localisation des marques d’histones méthylées et des enzymes impliquées dans leur
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La distribution des modifications de méthylation est représentée par rapport a I'emplacement
chromosomique, ainsi que par rapport aux génes actifs et inactifs. Le vert représente les régions de
I'euchromatine, tandis que la couleur rouge représente les régions de hétérochromatine. Les
distributions des modifications sont représentées par des barres, et les gradients sont dérivés de
I'analyse métagene publiée dans le cadre des ensembles de données pangénomiques issus des
travaux de nombreux laboratoires. Les auteurs ont inclus des graphiques provenant d'analyses
métagéniques qui comprenaient a la fois un site de début de transcription (TSS, Transcription start
site) et un site de fin de transcription (TTS, transcription terminaison site). Les enzymes marquées
d'un * indiquent la distribution décrite par les analyses métagéniques qui n'incluaient pas a la fois
un TSS et un TTS ou par les distributions publiées sous forme de cartes thermiques centrées sur le
SCT. Dans le modéle de géne actif, le E vert représente les exons exprimés, tandis que le E rouge
représente un exon non exprimé. | correspond aux introns. Les distributions découvertes dans des
especes spécifiques sont indiquées par : Y, Saccharomyces cerevisiae ; D, Drosophila. L'absence de
dénotation indique une conservation entre plusieurs especes. BV désigne les genes bivalents, NBV
les génes non bivalents, HOX les motifs des genes Hox et ZNF les genes a doigts de zinc.

De fagon intéressante, un lien étroit entre méthylation de I'ADN, localisation et
méthylation des lysines 4 des histones H3, et transcription au niveau de promoteurs
alternatifs a été montré dans le cerveau (Maunakea et al. 2010). En effet les CGlI
intragéniques identifiés comme promoteurs alternatifs (associés a un site de
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transcription) ont été identifiés majoritairement non méthylés et associés a des
marques d'histones H3K4me3, en comparaison de ceux méthylés et non —associés aux
marque H3K4 non méthylés. Par ailleurs, la présence de marques activatrices et
répressives de la transcription a pu étre mise en évidence sur des régions de la
chromatine bivalente. La présence de marques telles que H3K4me3 et H3K27me3 sur
des promoteurs de genes bivalents (poised DNA) (T. S. Mikkelsen et al. 2007; Barski et
al. 2007; Bracken et al. 2006), protegerait de la méthylation et permettrait une
régulation de I'expression de genes comme durant le développement. Il apparait
d‘ailleurs qu'une perte de H3K4me3, conduirait a une hyper-méthylation des régions
considérées comme bivalentes, en particulier en situation tumorale (D. Kumar et al.
2021).

¢. H3K9me3 et H3K27me3

La triméthylation de la lysine 9 sur les histones H3 (H3K9me3) est une marque associée
ala répression de la transcription, et associée a I'hétérochromatine (Bracken et al. 2006;
Z. Wang et al. 2008; Padeken, Methot, et Gasser 2022). Les différentes
méthyltransférases en charge de la mono, bi et tri-méthylation de la lysine 9 des
histones H3 sont: KMT1A/SUV39H1, KMT1B/SUV39H2, KMT1E/SETDB1, le dimere
formé par KMT1C/G9a et KMT1D/GLP, etc. (Brower-Toland et al. 2009). La
surexpression de KMT1C/G9a a été identifiée notamment dans plusieurs types de
cancers ayant pour conséquence la perte d'expression de genes suppresseurs de
tumeurs comme DSC3, MASPIN, DUSP5, SPRY4 (Wozniak et al. 2007; Hua et al. 2014).
Par ailleurs, il existe 3 types de lysines déméthylases : KDM3/JHDM2, KDM4/JHDM3 et
KDM7/PHF8 (Figure 38). La déméthylation des H3K9me3 est réalisée par les membres
de la famille des KDM4/JHDM3, la déméthylation des H3K9me2 peut étre réalisée par
KDM3/JHDM?2 et KDM4/JHDM3(Yamane et al. 2006; Cloos et al. 2006; Klose et al. 2006).
PHF8 déméthyle les H3K9 mono et diméthylées mais également les H3K9me3
associées au H3K4me3 (Loenarz et al. 2010). Il a été montré que le role de la
déméthylase PHF8 explique la localisation exclusive des marques H3K4me3 et
H3K9me3 (Horton et al. 2010). La présence de mutations dans les lysines déméthylases
peut altérer leur spécificité, comme il a été rapporté pour KDM4A/JMJD2 (Hillringhaus
et al. 2011; Wilson 2007; Varier et Timmers 2011; Black et Whetstine 2013). Enfin de
facon intéressante, il existe des interactions entre les lysines méthyltransférases des
lysines 9 des histones H3 et les ADN méthyltransférases (Fuks et al. 2003; Rothbart et
al. 2012; Babbio et al. 2012), via par exemple HP1, dont les fonctions restent a préciser
(Ren et al. 2020), en dehors des régions péri-centriques (Lehnertz et al. 2003).
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La triméthylation de la lysine 27 des histones H3 est probablement la marque la plus
caractéristique de la répression de la transcription. La méthylation de cette lysine est
réalisée par la lysine méthyltransférase KMT6A/EZH2 (Enhancer of Zeste 2) du
complexe répressif polycomb 2, PRC2. EZH2 assure le role catalytique dans la mono-,
di- et tri-méthylation via son domaine SET (S. C. Dillon et al. 2005; Pasini et Di Croce
2016). EZH1/2 forment le complexe PRC2, avec les cofacteurs tels que EED (embryonic
ectoderm development), SUZ12 (suppressor of zeste 12) et RbAp46/48 dépourvus (R.
Cao et al. 2002; Montgomery et al. 2005; Pasini et al. 2004; Margueron et al. 2009). Il
est intéressant de noter que d'autres protéines sont associées au complexe PRC2
comme AEBP2 ou JARID2, dont la méthylation réalisée par le complexe PRC2 constitue
une boucle de rétrocontréle qui régule l'activité du complexe PRC2 (Serena Sanulli et
al. 2015). EZH?2 a été identifié dans un bon nombre de cancers comme étant muté
(tyrosine 646 chez I'humain, (Morin et al. 2010; Tirode et al. 2014; Souroullas et al.
2016)) ou surexprimé, conduisant a I'extinction de génes suppresseurs de tumeurs (J.
Yu et al. 2010; J. C. Zhao et al. 2012; J. Kim et al. 2018), et le constitue ainsi comme une
cible thérapeutique intéressante (K. H. Kim et Roberts 2016). Les travaux récents de
Donaldson-Collier et al (Donaldson-Collier et al. 2019), ont pu montrer par des analyses
intégratives combinant analyse de la topologie (Hi-C, (S. S. P. Rao et al. 2014)), analyse
de positions de H3K37me3 par ChIP-Seq et expression de genes par RNAseq, que la
mutation d'EZH2 a pour conséquence d'enrichir en marques H3K27me3 les
compartiments inactifs (n=72). Cette mutation résulte en la modification de certaines
interactions de la chromatine au niveau de domaines topologiques associés, inactivant
I'expression de genes comme des genes suppresseurs de tumeurs (FOXO3, ARMC2,
SESNT) par des changements d'interactions entre promoteurs au sein de méme
domaines  topologiques. Dans ces  travaux, lutilisation  d'inhibiteurs
pharmacogénomiques d'EZH2 (GSK126 and EPZ6438), restaurent I'expression de ces
genes, ne modifient pas les bornes des domaines d'interactions mais modifient leur
forme. Par ailleurs, il a été montré que d'autres voies non-canoniques impliquaient le
domaine catalytique d'EZH2. Il a par exemple été montré que le complexe PRC2 assure
la méthylation de facteurs de transcription dans le cytosol comme GATA4, STATS3,
RORA (E. Kim et al. 2013; A. He et al. 2012; J. M. Lee et al. 2012). La méthylation de
protéines via le complexe PRC2 et plus précisément via EZH2, EED et SUZ12, permet
de recruter Cul4B via DCAF1 et DDB1 pour |'ubiquitination des protéines méthylées (J.
M. Lee et al. 2012). L'ubiquitination de protéines active une cascade enzymatique via
les enzymes E1, E2 et E3 (Culines 1, 2, 3, 4A, 4B, 5 et 7) conduisant a la dégradation des
protéines ubiquitinylées dans le protéasome (Pickart 2004; Timms et Koren 2020). Les
H3K27me2/me3 déméthylases sont les enzymes KDMG6A/UTX, KDM6C/UTY et
KDM6B/JMJD3 (Agger et al. 2007; De Santa et al. 2007; Walport et al. 2014).
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d. H3K27Ac

La présence et I'augmentation de marques d'histones acétylées sur la lysine 27 des
histones H3 (H3K27Ac) au niveau d'éléments régulateurs a distance du promoteur
participe a l'activité transcriptionnelle (T. Roh et al. 2007; Creyghton et al. 2010; Visel et
al. 2009). L'acétylation des lysines 27 des histones H3 est réalisée par des histones
acétyl-transférases (HAT), comme p300 ou CBP (Visel et al. 2009; Eckner et al. 1994;
Heintzman et al. 2007). A linverse, la déacétylation réalisée par des histones
déacétylases HDACs, est associée a une répression transcriptionnelle (Berger 2007). La
dérégulation de ces enzymes (HAT et HDAC) a par ailleurs été rapportée dans plusieurs
cancers. Il a également été montré que la présence de H3K4me3 facilitait I'acétylation
de lysines portées par les histones H3 (H3K9ac, H3K16ac). Les diverses marques
d'acétylation de lysines étant exclusives, et présentes soit a linitiation de la
transcription, soit a I'élongation de la transcription (Z. Wang et al. 2008), leur mise en
évidence permet de mieux comprendre les mécanismes fins de la régulation de la
transcription.

Globalement, I'analyse des marques activatrices (H3K4me3, H3K27Ac) et répressives
(H3K27me3, H2Aub) portées par les protéines d'histones permet d'identifier des
régions régulées modifiant |'expression des genes selon le positionnement de ces
marques dans des situations pathologiques. Ces variations de marques d'histones sur
des loci ont été identifiées comme altérées dans plusieurs types de cancers, a la suite
de réarrangements structuraux, dérégulant I'expression des genes a distance, et cela
soit en I'absence de régulation de la méthylation de I'ADN, (comme dans le cancer de
la vessie (Stransky et al. 2006)), soit en association avec des régulations de méthylation
de I'ADN (cancer du colon, (Frigola et al. 2006), cancer du sein (Novak et al. 2006)).
L'altération d'EZH2 par mutation identifiée comme jouant un rdle clé dans
I'oncogenese des lymphomes B dans les centres germinatifs du fait de régulation de
H3K27me3 au niveau de promoteurs de geénes impliqués dans la différenciation
(Béguelin et al. 2013). L'étude d'altérations des partenaires des complexes impliqués,
associees a la modification des charges d'histones et modifiant I'eéquilibre de régulation
de I'expression des genes constituent une analyse intégrative prometteuse pour in fine
I'identification de cibles thérapeutiques (Taylor-Papadimitriou et Burchell 2022; Frigola
et al. 2006; Novak et al. 2006; Béguelin et al. 2013; Lohr et al. 2012; Morin et al. 2011).
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3. Modulation de I'‘expression des genes selon |'organisation de la
chromatine

Les analyses de conformation de la chromatine ont permis de montrer que les marques
d'acétylation ou de méthylation, des histones H2 et H3 sont associées a des séquences
spécifiques de I'ADN. Les modifications des histones H4 sont quant a elles plutot
associées aux liaisons entre nucléosomes (Erler et al. 2014; Kan et Hayes 2007).
L'agencement des protéines contribuent a la plasticité et aux fonctions de 'ADN : la
réplication, la transcription, ainsi que la réparation des dommages a '’ADN (Mdiller et
Almouzni 2014; Grewal et Jia 2007; S. Sanulli et al. 2019). Le positionnement des
histones est complexe, car dépendant de protéines chaperonnes (HP1, ASF1, CAF1,
CABIN1, HJURP, ..) et de protéines de remodelage de la chromatine (protéines
SWI/SNF, ISWI, IN080 et CHD (Tyagi et al. 2016), lesquelles modifient par exemple
I'espacement des histones et le repliement de I'’ADN. Le positionnement des histones
est hétérogene et contribue a différents niveaux d'organisation tridimensionnelle de
I'’ADN selon les interactions entre les nucléosomes eux-mémes. La position des
nucléosomes varie selon la régulation de la transcription (Cairns 2009; Valouev et al.
2011). Hormis une région de 150nt pres du site de transcription tres peu recouverte en
nucléosomes (NFR : Nucleosome Free region, riches en polyA), les régions promotrices
proches du site de transcription (TSS : transcription start site) sont recouvertes comme
les régions codantes, de nucléosomes portant des modifications telles que H3K4me3
ou H3K27Ac, ou les éléments régulateurs a distance tels que les enhanceurs facilitant
la transcription. L'analyse de la combinaison de plusieurs marques, par I'immuno-
précipitation de la chromatine puis séquencage massif des régions d’ADN associées,
permet d'évaluer |'état de la chromatine.

Les premiers travaux d'étude de I'organisation des chromosomes dans le noyau datent
de 1885 faisant état de différents domaines lors de la mitose, du fait de I'orientation
des centromeres et des téloméres communs a différentes especes. Durant I'interphase,
les chromosomes sont organisés en territoires, soit décondensés sous forme
d'euchromatine (A-compartments) soit compactés sous forme d'hétérochromatine (B-
compartments) (T. Cremer et Cremer 2001; Kosak et Groudine 2004; Dekker et al. 2002).
Les régions les plus denses en genes sont plutdt présentes au centre du noyau alors
que les régions les moins denses en genes ou composées de séquences répétitives
sont plutdt localisées a la périphérie du noyau et associées a la lamine nucléaire
(Thomas Cremer et al. 2006; Yu Zhang et al. 2012; Bickmore et van Steensel 2013;
Nishibuchi et Déjardin 2017). Cette organisation dynamique de la topologie de I'ADN
est associée a des niveaux d'expression des genes, dont I'analyse combinée permet de
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mieux comprendre le positionnement de genes dans certains territoires (T. Cremer et
Cremer 2001; Sexton et al. 2007).

L'analyse de l'organisation de la chromatine par des techniques de capture de la
conformation puis de séquencage massif a permis de montrer différents niveaux de
« compartimentalisation » (Dekker et al. 2002; Lieberman-Aiden et al. 2009) (Figure 40).
Des cartes de contacts permettent de montrer que différents niveaux d'organisation
de la chromatine peuvent étre identifiés formant des territoires d'interaction a I'échelle
du chromosome mais également a des résolutions importantes notamment d'1Mb
pour l'identification de domaines topologiques d'interactions ou TAD (Topological
Associated Domains, Figure 40 C, D et E). L'analyse de la conformation de la chromatine
est un domaine qui évolue selon le développement de méthodes simplifiées comme
celui développé en 2015 par Dr Suhas Rao dans I'équipe de Dr Lieberman-Aiden (S. S.
P. Rao et al. 2014). Ce protocole « in situ Hi-C », utilise Mbo1 comme enzyme de
restriction reconnaissant un site de restriction de 4 paires de bases, augmentant la
résolution a 1kb alors que précédemment |'usage de Hindlll reconnaissant un site de
6bp donnait une résolution de 10kb (Lieberman-Aiden et al. 2009). Le protocole d'in
situ Hi-C permet de realiser une analyse de la topologie avec moins de cellules (1-5
millions vs 20 millions). Alors que les étapes initiales du protocole de Dr Job Dekker
(Belton et al. 2012) de digestion ligation sont réalisés apres lyse cellulaire dans des
volumes importants, le protocole de Rao et al, propose des volumes réactionnels
réduits et les étapes de digestion et ligation ont lieu dans les noyaux des cellules fixées
générant in fine des données de séquencage de meilleure qualité favorables a des
analyses de résolutions plus importantes (1kb).

Le protocole d'in situ Hi-C a permis l'identification des boucles formées par des sous
structures d'interactions de I'ADN au sein des TADs lesquelles correspondent a la
structure primaire d'organisation de la chromatine. A l'intérieur de ces TADs, les régions
du génome interagissent ensemble (Dixon et al. 2012; Nora et al. 2012) de telle sorte
que les interactions au sein des TAD sont 2 a 3 fois plus importantes qu’en dehors du
génome, en I'absence de réarrangements. Plus récemment (2020-2021), I'équipe du Dr
Johan Gibcus et du Pr Job Dekker a apporté de nouvelles améliorations pour
I'identification de boucles, de TAD et de compartiments grace a la modification des
parametres de fixation et I'usage de 2 enzymes de restriction (Dpnll et Ddel, (Oksuz et
al. 2020; Lafontaine et al. 2021)).

L'analyse de l'organisation de la chromatine en 3D permet donc d'identifier des

compartiments entre 1 et 10Mb (de taille médiane de 3Mb), ou méga-domaines, dans

lesquels I'activité transcriptionnelle est active ou inactive comme proposé par les

travaux de Lieberman-Aiden, Leonid Mirny, Eric Lander et Job Dekker (Lieberman-

Aiden et al. 2009). Bien que deux types de compartiments aient été proposés, il semble
106



que cette dichotomie n'est pas suffisante pour refléter I'activité de la chromatine. Les
travaux de Rao puis ceux de Giovanni Ciriello (Yuanlong Liu et al. 2021) ont proposé
une subdivision en 6 a 8 sous compartiments respectivement prenant en compte la
position et I'enrichissement de marques d'histones (H3K4me1, H3K4me3, H3K36me3,
H3K27me3, H3K27ac, H3K79me2, et H3K9Ac). La proposition de classification la plus
récente en 4 état actifs (A1.1, A1.2 et A2.1, A2.2), et 4 états inactifs (B1.1, B1.2, B2.1 et
B2.2) du groupe de Giovanni Ciriello, permet de compléter I'analyse de topologie a une
résolution importante intégrant la fonctionnalité des compartiments considérés. Cette
classification permet de mieux identifier les interactions a I'échelle de quelques
megabases, elle propose une analyse intégrative majeure (via I'algorithme Calder) pour
I'analyse de l'organisation fonctionnelle de domaines topologiques associés (TAD)
grace a l'implémentation de données épigénétiques des positions de plusieurs
marques d’histones.
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Figure 40: Schéma d'organisation de la chromatine a différentes échelles.

Extrait de Lieberman-Aiden et al 2009.
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A. Architecture du génome a trois échelles. (Haut) Deux compartiments, correspondant a la
chromatine ouverte et fermée, partitionnent spatialement le génome. Les chromosomes (bleu, cyan,
vert) occupent des territoires distincts. (Au milieu) Les chromosomes individuels se faufilent entre les
compartiments de chromatine ouverts et fermés. (En bas) A I'échelle d'une mégabase, le
chromosome est constitué d'une série de globules fractales. B-E. Vue d'ensemble de Hi-C. (B). Les
cellules sont fixées a l'aide de formaldéhyde, ce qui entraine des liens covalents entre des segments
de chromatine spatialement adjacents (les fragments d'ADN sont représentés en bleu foncé et en
rouge ; les protéines, qui peuvent servir de médiateurs a ces interactions, sont représentées en bleu
clair et en cyan). La chromatine est digérée avec une enzyme de restriction (ici, Hindlll ; le site de
restriction est marqué par une ligne pointillée ; voir I'encadré), et les extrémités cohésives résultantes
sont complétées de nucléotides, dont I'un est biotinylé (point violet). La ligation est effectuée dans
des conditions extrémement diluées pour créer des molécules chimériques ; le site Hindlll est perdu
et un site Nhel est créé (encadré). L'ADN est purifié et fragmenté. Les jonctions biotinylées sont
isolées avec des billes de streptavidine et identifiées par séquencage des extrémités (paired-end
sequencing). (C) Hi-C produit une matrice de contact a I'échelle du génome. La sous-matrice
représentée ici correspond aux interactions intrachromosomiques sur le chromosome 14. (Le
chromosome 14 est acrocentrique ; le bras court n'est pas représenté.) Chaque pixel représente
toutes les interactions entre un locus de 1 Mb et un autre locus de 1 Mb ; I'intensité correspond au
nombre total de lectures (0 a 50). (D et E) Nous avons comparé I'expérience originale aux résultats
d'une répétition biologique utilisant la méme enzyme de restriction [(C), plage de 0 a 50 lectures] et
aux résultats utilisant une enzyme de restriction différente [(D), Ncol, plage de 0 a 100 lectures].

La définition des TAD dépend de la résolution des données de Hi-C (Filippova et al.
2014), et différents niveaux de TAD peuvent étre définis des lors que des sous-TAD
sont détectés comme inclus. Bien que I'échelle du mégabase corresponde a l'analyse
des TAD, leur taille varie entre 40kb et 3Mb, avec une taille médiane de 185kb (S. S. P.
Rao et al. 2014). Les bornes et la taille des TAD sont stables entre différents types de
cellules normales (S. S. P. Rao et al. 2014), cependant I'organisation des boucles
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internes est dynamique pouvant varier au sein d'un méme type cellulaire. Les
compartiments sont également dynamiques comme par exemple au cours de la
différenciation ou 25% des compartiments peuvent passer d'un état actif a inactif, et
vice-versa (Dixon et al. 2015). Le changement d'activité d’'histones methyltransferases
comme SUV39H1, peut par exemple modifier un compartiment actif vers inactif
(Wijchers et al. 2016). Le gain de fonction apporté par la mutation activatrice d'EZH2
dans des modeéles de lymphomes a été caractérisé par une augmentation des marques
H3K27me3 sur I'ensemble des TADs plutot dépourvus de H3K27 méthylées. Cet
enrichissement en H3K27me3 est associé a une répression transcriptionnelle, montrant
que la mutation d'EZH2 rend certains TAD inactifs, a l'intérieur desquels les interactions
promoteurs —promoteurs sont perturbées (Donaldson-Collier et al. 2019). Les
perturbations d'interactions d’enhanceurs et promoteurs ont également été rapportées
dans les lymphomes, selon I'hyper acétylation des marques H3K27 conduisant a
I'activation de subTAD, et la dérégulation d'oncogenes (Sungalee et al. 2021). D'ailleurs
des réarrangements structuraux comme des translocations t(3 ;8) ont été montrés
comme contribuant a I'oncogenése en modifiant la topologie, donnant lieu a de
nouvelles interactions apportant des régions riches en H3K27Ac entre le chr3
(enhanceurs de BCL6) et le chr8 au voisinage de MYC (Sungalee et al. 2021). L'hyper-
acétylation due a la protéine de fusion BRD4-NUT (French et al. 2003), perturbe
également les interactions au niveau de méga-domaines (a I'échelle de centaines de
mégabases) favorisant les contacts a large distance interchromosomiques
(Rosencrance et al. 2020). A l'interface de la biophysique, des expériences utilisant des
polymeres, permettant de modéliser les interactions, devraient aider a mieux
comprendre 'organisation de la chromatine, et sa dynamique (Fudenberg et al. 2016).

L'analyse des interactions a une échelle de I'ordre du kilobase, au sein des TADs, permet
d'identifier des interactions directes en cis et en trans composées de boucles
d'extrusion, dont les extrémités vont rapprocher des séquences d’ADN ainsi que des
complexes formés de protéines principalement, permettant la réplication, la réparation
et la transcription de I'ADN. L'organisation de la topologie de I'ADN requiert la
formation de boucles présentent a la fois aux extrémités des compartiments et des
TADs ainsi qu’au sein des TADs eux-mémes (Phillips-Cremins et al. 2013; Sofueva et al.
2013). Ces boucles sont échafaudées grace a un dimere de protéines de liaison a I'ADN,
CTCF, reconnaissant un motif sur chaque brin pour former une boucle selon
I'orientation de ce motif (CCCTC) (de Wit et al. 2015; Nora et al. 2020), ainsi qu'au
complexe Cohesin qui stabilise ces boucles. CTCF est une protéine d'insulation
permettant de rapprocher deux éléments distants de quelques kilobases a quelques
mégabases ou au contraire d'isoler une région activatrice (Bell, West, et Felsenfeld
1999). L'identification de ces boucles par des approches de ChlIP-seq contre CTCF,

permet alors de mettre en évidence des interactions de régulations selon les sites CTCF
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et leur orientation (Y. Guo et al. 2015). Les boucles d’extrusion ont permis d'identifier
le rOle des enhanceurs (Bulger et Groudine 2011) dans les promoteurs d'abord chez la
drosophile puis dans d’autres organismes eucaryotes dont I'humain (Welshons et
Keppy 1975; Vazquez et Schedl 2000; Vogelmann et al. 2011). La fixation de CTCF est
variable entre les types cellulaires assurant une certaine plasticité (H. Wang et al. 2012).
Sachant que |'occupation de CTCF est sensible a la méthylation des ilots CpG pour une
faible proportion des sites de fixation (H. Wang et al. 2012; Feldmann et al. 2013), la
dérégulation de certains sites de liaison de CTCF causée par hyper-méthylation d'ilots
CpG peut étre identifiée dans certains cancers en particulier lorsqu’associés a des
défauts de méthylation a I'échelle de leur génome. Il est intéressant de noter qu’a la
suite d'une mutation activatrice d'I/DH1/2 dans les gliomes produisant un onco-
métabolite compétiteur de TET1/2 (Dang et al. 2009; Figueroa et al. 2010), plusieurs
genes proches des sites CTCF aux extrémités de TAD sont dérégulés par la perte de
fixation de CTCF, parmi lesquels 'oncogéne PDGFRA (Flavahan et al. 2016). Dans ce
cas, le promoteur de PDGFRA se retrouve interagir avec un enhanceur de FIPTL1, du
fait de l'insulation du site CTCF hyperméthylé (Flavahan et al. 2016).

Le complexe multi-protéique Cohesin composé de SMC3, SMC1, RAD21, SCC1, SCC3,
et SA1/2, stabilise quant a lui cette structure formée par CTCF et permet de rapprocher
ou d'éloigner des éléments régulateurs de la transcription, a distance des promoteurs
(Rubio et al. 2008; Parelho et al. 2008). La présence de protéines dans le complexe
Cohesin, maintient la cohésion de l'architecture de cette organisation, pour une
communication directe entre enhanceur et promoteur. L'extrusion des régions
génomiques impliquées dans ces boucles peut elle-méme étre en contact d'autres
régions et jouer un réle régulateur.
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RESULTATS
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MISE EN PLACE D'OUTILS POUR L'ISOLEMENT DE CELLULES TUMORALES

Les caractérisations moléculaires envisagées sur quelques modeles cellulaires reposent
sur I'analyse du génome entier par séquengage massif, I'analyse globale de méthylation
sur I'ADN génomique, l'analyse structurale du génome par technique Hi-C, analyse
transcriptomique, I'analyse de plusieurs marques d’histones méthylées ou acétylées.
Ces analyses requiérent plusieurs dizaines de millions de cellules (40 a 60x10°) si I'on
souhaite que I'ensemble des analyses proviennent du méme échantillon. Afin de
réaliser ces analyses moléculaires au plus pres du contexte tumoral, plutdt qu'in vitro,
nous avons choisi d'utiliser des cellules issues de xénogreffes de tumeurs humaines
(PDX) établies par I'équipe de Dr Fariba Némati a l'institut Curie. A l'issue des greffes,
et lorsque les tumeurs ont atteint une taille raisonnable ne dépassant les tailles
éthiques pour I'animal (1cm), les tumeurs ont été réséquées pour étre analysées dans
cette étude. Comme les biopsies peuvent contenir un contingent murin important (30-
70%), et de maniere a éviter que les analyses par séquencage massif soient
contaminées par des séquences murines, une étape de dissociation et de tri cellulaire
a été envisagée comme décrit par Valérie Petit et al (Petit et al. 2013) pour étudier les
cellules tumorales humaines. Cette approche présente un intérét en particulier pour
réaliser les analyses onéreuses de la conformation de la chromatine par la technique
Hi-C-seq et disposer d'un trés grand nombre de molécules séquencées et atteindre
une résolution suffisante.

A. MISE AU POINT D'ANTICORPS SPECIFIQUES DE CELLULES TUMORALES
DERIVEES DE MELANOMES UVEAUX.

Ce travail doctoral a profité de la mise au point concomitante d'anticorps spécifiques
dans 'objectif de caractérisation de I'hétérogénéité cellulaire des mélanomes uvéaux.
La mise au point d'anticorps par une approche de phage display a été engagée dans
le département de recherche translationnelle, avec la plateforme Tablp de I'Institut
Curie dirigée par les Drs Ario Di Marco, Sandrine Moutel, et Franck Perez, et avec la Dr
Fariba Némati du Laboratoire d'Investigation Préclinique. Mon travail a consisté a
participer a la mise au point des anticorps en vérifiant les altérations moléculaires des
cellules marquées par les clones identifiés comme spécifiques des cellules tumorales
de mélanomes uvéaux. Une approche de phage display exprimant des librairies de
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nanobodies (anticorps de lama, monocaténaires) a ainsi été entreprise en collaboration
avec le Dr Ronan Crépin de la plateforme Taplp.

Le développement d'anticorps a conduit apres sélection contre des cellules RPE1
(lignée cellulaire de cellules épithéliales pigmentaires de rétines, immortalisées), a la
sélection de 4 anticorps (8H2, 8G5,14A7, 14A9) testés et validés a I'aide de différents
modeles cellulaires métastatiques de mélanomes uvéaux. La caractérisation a permis
de montrer que le clone 8H2 dirigé contre un épitope identifie de MUC18, était
I'anticorps le plus intéressant pour l'isolement des cellules de mélanome uvéal a partir
des modeles MP41, et MP46. Les cellules isolées par FACS grace a I'anti Muc18 ont été
vérifiées sur la plan génomique et transcriptomique. Ce travail a fait I'objet d'une
publication en 2017 ou Ronan Crépin et moi-méme sommes co-premiers auteurs.
(Crépin et al. 2017).
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Summary

Monoclonal antibodies specific for biomarkers expressed on the surface of uveal melanoma (UM) cells would
simplify the immune capture and genomic characterization of heterogeneous tumor cells originated from
patient-derived xenografts (PDXs). Antibodies against four independent tumor antigens were isolated by
panning a nanobody synthetic library. Such antibodies enabled flow cytometry-based sorting of distinct cell
subpopulations from UM PDXs and to analyze their genomic features. The complexity and specificity of the
biochemical and genomic biomarker combinations mirrored the UM tumor polyclonality. The data showed that
MUC18 is highly and universally displayed on the surface of UM cells with different genetic background and
consequently represents a reliable pan-biomarker for their identification and purification. In contrast, the other
three biomarkers were detected in very variable combinations in UM PDX cells. The availability of the identified
nanobodies will be instrumental in developing clone-specific drug evaluation and rational clinical strategies
based on accurate genomic profiling.

standard treatment for large tumors, while smaller tumors

Introduction ‘ : )
are accessible to conservative therapy (eye-conserving
Uveal melanoma (UM) is the most frequent and aggressive surgery-local resection, brachytherapy, or proton beam
ocular primary tumor in adults and its age-adjusted incidence irradiation). Up to 50% of the patients develop metastases
remained unchanged in the last 25 yr. Enucleation is the —mostly in the liver—with similar risk after enucleation or
Significance

The collected data show the feasibility to select nanobodies specific for biomarkers expressed on uveal
melanoma cells by panning directly against cells recovered from patient-derived xenografts. These
antibodies were suitable for identifying and capturing selectively cells with different genomic profile and are
suitable for targeting metastatic cells with diagnostic and therapeutic reagents. This would represent a clear
advantage over the presently available clinical tools.

© 2017 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd 317
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Nanobodies for studying uveal melanoma biomarkers

conservative local treatment (Singh et al., 2011). Despite
encouraging preclinical achievements (Luke et al., 2014),
there is no treatment to prevent such metastases and
chemotherapy showed limited efficacy, probably because
of the multiple resistance mechanisms of melanoma cells
(Velho et al., 2012). Genetic alterations of chromosome 3
(Damato et al., 2007; Prescher et al., 1996; Tura et al,,
2016) and chromosome 8 and the loss of function of the
tumor suppressor gene BAP1 products have been shown to
be highly predictive of a poor prognosis (Damato et al.,
2007; Harbour et al., 2010; Luke et al., 2014; Murali et al.,
2013). The paucity of reliable specific markers and corre-
sponding diagnostic tools has prevented early UM meta-
staticdetection and correlation with prognosis. So far, there
are few data describing potential soluble uveal melanoma
biomarkers and they are contradictory, for instance con-
cerning the predictive value of IGF1 (Frenkel et al., 2013;
Triozziet al., 2013). The analysis of circulating tumor cells as
a prognostic biomarker has been proposed without a clear
demonstration of its reliability (Torres et al.,, 2011; Tura
et al., 2014). Proteins specifically secreted from primary UM
cells have been recently identified (Angi et al., 2016), and
further analysis will enable to evaluate more precisely their
contribution to metastasis. Proteomic surveys identified
also some inner-cell candidates (Linge et al., 2012), but their
usefulness for diagnostics and therapeutic targeting is
limited due to their in vivo inaccessibility. In contrast, cell
surface biomarkers specifically expressed by the metastatic
form of UM would be targetable by naked and armed
antibodies and suitable for in vivo imaging and therapeutic
applications. This may result in a significant improvement of
the disease outcome. Furthermaore, biomarkers specific for
any different UM cell subtypes would be beneficial to
characterize tumor intraheterogeneity and hopefully to
elucidate the reasons for varying drug sensitivity. Here we

describe a successful multiple differential panning strategy
that allowed for the isolation of UM-specific recombinant
antibodies (VHHs/nanobodies) from a large synthetic phage
display library (Moutel et al., 2016) after depletion on control
cell populations. Such miniaturized antibodies (14 kDa) can
be produced inexpensively in bacteria, are easy to engineer
intoapplication-specific reagents, and representa promising
tool also for in vivo diagnostics (de Marco, 2012). In the
presentwork, the selected antibodies were directed against
exposed membrane biomarkers that were identified by
immuno-precipitation and mass spectrometry. The recovery
of antibodies specific for several different UM antigens
offered the opportunity to improve the selective flow
cytometry-based recovery and clonal characterization of
UM cells extracted from patient-derived xenograft (PDX)
material.

Results

Antibodies directed against antigens exclusively
expressed on the surface of a cell subpopulation can be
selected in vitro by adopting a two-step biopanning
strategy using large pre-immune phage-displayed anti-
body libraries (Figure S1). First, the phage library is
incubated with a large number of control cells to deplete
all the potentially cross-reacting binders. Then, the
unbound phages are allowed to interact with the target
cell population to select antibodies specific for antigens
expressed at the cell surface. We carried out three
biopanning rounds using a large synthetic library of single-
domain antibodies (VHH/nanobody) displayed on filamen-
tous phages (Moutel et al.,, 2016). Clones of selected
VHHs were then screened by flow cytometry to deter-
mine their specificity for the target cell population
(Figure 1). Cells used for the depletion steps were used
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£ 0g0° 00000000000000°°O°°o08000080000908000000 7 7
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immune library was depleted using RPE1 cells,
_ 300 @ o, (<] ° [ <] 5] ® e ° o © e® ° g ° oo e®eo and specific binders were selected against
% ° o ° e © e ° oo cells issued from a MP41 (primary) PDX.
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as negative control. In the first two campaigns, the
depletion step was performed against hTERT-immorta-
lized normal retinal pigment epithelial cells (RPE-1). The
selection step was performed using cells isolated either
from primary (MP41, Figure 1A) or metastatic (MM33,
Figure 1B) UM PDXs. In the third case, the primary UM
cells MP41 were used for the depletion and metastatic
cells MM 33 for the selection step (Figure 1C). PDXs were
used because enable a panning strategy that is the best
compromise between the use of ‘real’ primary tumors
(fresh material) and the necessity to avoid manipulating
material with non-reproducible differences (due to indi-
vidual variability) during the repeated panning cycles.
After the first biopanning (Figure 1A), cells isolated
either directly from the PDX (MP41 PDX) or the corre-
sponding stable cell line (MP41 cell line) were used for
the positive screening. Eighty-eight of the 96 analyzed
clones recognized specifically MP41 cells. Sequencing of
these clones revealed that they corresponded to 46
unique sequences. Note that several binders showed
variable detection efficacy toward PDX-extracted cells
and cells from the stable culture originated from the same
PDX. Specifically, some of the antigens seem to have
been almost fully lost in the MP41 cell line (see, e.g., F2
or D3). As reported before (Amirouchene-Angelozzi et al.,
2014), this suggests that cells undergo significant mod-
ifications when forced to adapt to in vitro culture
conditions, with consequent rearrangement of surface
protein composition. Indirectly, these results also suggest
that the selected antibodies recognize different antigens,
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conformations, or post-translational modifications. A
comparison of the relative antibody binding intensity
measured on various cell types confirmed the differential
expression of targeted antigens (Figure S2A).

QOut of the three groups of VHHs identified by means of
this approach (Figure S2A), we initially focused on the
VHHs with the strongest binding for all the tested
melanoma cell lines (group 1). Eight unigue sequences
corresponding to such antibodies were subcloned into an
expression vector to obtain Fc-VHH fusions. We reported
before that these constructs enhance the antigen binding
capacity and enable the use of secondary antibodies
(Aliprandi et al., 2010; Moutel et al., 2009). Most of them
were produced efficiently (several mg/| of culture) in the
cytoplasm of E. col-expressing recombinant sulfhydryl
oxidase and DsbC isomerase (Djender et al., 2014a;
Figure SZB). Such IgG-like bivalent antibodies had an
apparent affinity measured by flow cytometry in the
nanomolar range for their antigen (Figure S2C) and
effectively immunoprecipitated a protein of 130 kDa
(Figure S2D). The clone 8H2 recognized its antigen on
UM tumors of different genetic background (Figure 2A)
and in the spindle phenotype MP38 (data not shown) and
therefore was selected as a promising pan-UM binder
directed against a cell surface epitope (Figure 2B). Opti-
mized IP (Figure 2C) enabled the recovery of enough
protein for mass spectrometry analysis. Twenty-two
peptides of the immunoprecipitated protein were identi-
fied by mass spectrometry as corresponding to MUC18, a
result that gave high confidence on the nature of the
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spectrum of UM cells characterized by
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BAP1 status is indicated in the figure; further
genomic details of the cells are reported in
Amirouchene-Angelozzi et al., 2014 and
Laurent et al., 2013).
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recognized antigen. The binding specificity of 8H2 for
MUC18 was further confirmed by the coincident activity
of a commercial ant-MUC18 monoclonal antibody
(P1H12) exploited in experiments of flow cytometry using
HEK293 cells overexpressing MUC18 and of ELISA using
the purified MUC18 ectodomain (Figure S3A,B). Subse-
quent experiments showed that all the other binders
belonging to the same group were also directed against
MUC18 (Figure S3A,B). Flow cytometry experiments
using primary and metastatic UM cells issued from
tumors with different genetic background confirmed the
universal expression of MUC18 in UM tumors and the
efficacy of the selected 8H2 recombinant antibody
(Figure 2A,D). Using P1H12, we evaluated that there
are between 1 and 2 millions of MUC18 molecules
exposed at the surface of MP41 UM cells.

Next we characterized an antibody (8G5) which repre-
sented those particularly active cells recovered from
MP41 PDX (Figure S2A, group 2). As above, it was
produced as a Fc-VHH and successfully used to immuno-
precipitate its antigen (Figure 3A) that was identified as
CEACAM1 by mass spectrometry. The apparent affinity
of the Fc-8G5 construct for its antigen was measured by
flow cytometry (2.5 x 1072 M, Figure 3B) and by SPR
(9.8 x 107'° M, Figure 3C). The minimal discrepancy
measured using the two methods can be attributed to
higher antigen density in the SPR experimental condition
that would favor the avidity effect of the bivalent
molecule. The purified CEACAM1 ectodomain was sim-
ilarly detected in ELISA by 8G5 and by a commercial anti-
CEACAM1 polyclonal antibody (Figure 3D). Accordingly,
these antibodies shared the same binding pattern when
used to stain a panel of different UM cells (Figure 3E).

The second biopanning strategy (RPE-1 cells used for
library depletion and metastatic UM cells for enrichment)
resulted in 72 positive clones out of 88 tested,

corresponding to 45 independent clones (Figure 1B).
Two metastatic UM cells were used: MM33 for panning
and MMB66 for screening. The reason for this choice is
that their genetic background is very similar but not
identical because corresponds to two different patients.
This condition allows for the selection of binders recog-
nizing biomarkers conserved among metastatic cells and
not individual specific. Interestingly, all the different
clones isolated using the first selection approach were
directed against MUC18 (data not shown). This may
suggest that the expression of MUC18 was even
stronger on metastatic than on primary UM tumors.
However, because we do not possess the appropriate
cellular model to confirm this interpretation, namely PDXs
derived from primary and metastatic tumors of the same
patient, we could not rule out individual variations.
Looking for additional UM (metastatic) antibody/bio-
marker pairs, we tuned the biopanning conditions by
depleting the library on primary tumor cells (strongly
positive for MUC18 expression) before selecting antibod-
ies using metastatic cells of the same genetic signature
(Figure 1C). This strategy allowed for the selection of
several MUC18-negative clones (Figure S4A). Five novel
antibodies were characterized using a panel of UM cell
models (Figure S4B). Two antibody groups could be
defined based on the observed binding patterns, 14A7/
14E7/14G8 and 14D7/14A9. At least 14D7/14A9 seemed
to detect specifically an antigen present on metastatic
and not on the primary UM tumor cell models (Fig-
ure S4B). Mass spectrometry analysis of the proteins
immunoprecipitated using 14A9 (Figure S5A) indicated
NG2 receptor as the potential antigen detected by the
antibody on metastatic UM cells. This is particularly
interesting because expression of NG2 has been
described as a key element of angiogenesis in melanoma
lung metastasis (Guan et al., 2014). However, although
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the binding patterns of 14A9 and of a commercial anti-
NG2 toward a set of cells were quite similar (Figure S5B),
a formal validation of the antigen has remained elusive so
far. It was not possible to identify the antigen recognized
by 14A7.

We then evaluated whether the four unique antibodies
8H2, 8Gb, 14A7, and 14A9 expressed as Fc-VHH fusions
could be used to purify by FACS UM cells obtained from
dissociated PDX biopsies. Two recently characterized
tumor models (Amirouchene-Angelozzi et al., 2014; Lau-
rent et al., 2013) were chosen: the MP41 model used for
the selection (SF3B1, EIF1AX, and BAP1 wild type,
correlating to low metastasis risk) and the MP46 one
(SF3B1 and EIF1AX wild type, BAP1 mutated, correlating
to bad prognosis). Ten SCID mice were grafted for each
model, the tumors removed when their volume reached
1 em’, and the tissue was dissociated as described in the
methods section. We observed that the anti-MUC18 8H2
was the most efficient to sort MP41 and MP46 PDX-
extracted cells. This may be related to the strong
expression of MUC18 on the surface of UM cells
(Figure 2). 8H2-dependent immune capture allowed
recovering a population of cells that displays the whole
genetic complexity that was present in the original PDX
and was lost when original tumor cells were adapted to
maonoclonal in vitro culture (Figure 4A).

In both PDX models, only a minimal fraction of the
MUC18-negative cells were positive for at least one of
the other UM biomarkers identified by the selected
antibodies (Figure 4B). In contrast, in the MUC-18-
positive cells, the genetic heterogeneity of the cells
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dissociated from the PDXs was confirmed by the pres-
ence of cells with highly diverging co-expression levels
relative to the other UM biomarkers (Figure 4B). The
double staining results reported in Figure 4B indicate that
in the MP41 tumor model, most of the MUC18-positive
population (8H2 pos) also expressed CEACAMT1 (8G5 pos:
73% of the total), whereas the antigens recognized by
the antibodies 14A9 and 14A7 were displayed only in
50% and 9% of the cells, respectively. Differently from
the MP41 model, a large fraction of MUC18-positive
population (8H2 pos) also expressed the antigen recog-
nized by 14A7 (94% of the total), whereas the antigens
recognized by the antibodies 14A9 and 8GbH were
displayed in 74% and 32% of the cells, respectively.
Altogether, the results indicate that MUC18, as detected
by 8H2, is a pan-antigen that can be used to stain various
UM populations because it is expressed in almost the
totality of the cells dissociated from PDXs. On the other
hand, in each PDX is present a rather complex cell
population characterized by the expression of very
variable proportions of the other biomarkers.

We thus carried out a genomic analysis of the MUC18-
sorted subpopulation, and their features were compared
to those specific of the total cell population derived from
the PDXs (unsorted, dissociated cells) and from the
original biopsy. Both genome copy number and allele
copy number were analyzed, and the process was
extended to all the chromosomes. The result indicates
that the genomic characteristics of the three samples
were highly similar, as illustrated by the allelic profiles of
MP41 and MP46 (Figures 4A and S6) relative to the
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Figure 4. Effective recovery of tumor cells from PDX tissues using 8H2. (A) Genetic variability in tumor cells obtained from PDX and cell lines.

Various MP41 models were analyzed on Cytoscan arrays, and allele peaks on chromosome 6 were analyzed. Very similar profiles were obtained
when analyzing whole xenograft (1), total cell population obtained from dissociated PDX (2), and MUC18+ cells purified using 8H2 (3). Note that
clear differences could be observed when analyzing in vitro culture-adapted MP41 cells (4). The profile of the original tumor (5) is the reference to
evaluate the modifications that characterize the corresponding PDX. (B) Flow cytometry characterization of PDX-derived cells stained using
combinations of antibodies specific for different cell surface antigens. MUC18+ (8H2 pos) UM cells extracted from MP41 PDX were co-stained for
CEACAM1 (8G5 pos, 73% pos), 14A7 (9% pos), and 14A9 (50% pos). When MUC18+ cells extracted from MP46 PDX were co-stained with
another antibody, they were highly positive for 14A7 (94%) and 14A9 (74%), but only 32% of the cells expressed also CEACAM (8G5 pos).
MUC18-negative cells from both PDX models were mostly negative also for 8Gb, 14A7, and 14A9 staining.
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chromosomes 3, 6, and 8 that contain the main abnor-
malities observed in UM. Transcriptome analysis was also
carried out to assess the characteristics of mMRNA
recovered from MUC18-sorted MP41 and MP46 cells in
comparison with normal choroidal melanocytes. The
Pearson correlation matrix (Figure 5A) shows the high
reproducibility of the transcriptome measurements. The
data obtained using fresh tumaors and the two MUC18-
sorted fractions indicate high correlation. Principal com-
ponent analysis applied to gene expression data (Fig-
ure bB) highlights that both MP41 and MP46 samples
cluster in together in comparison with the controls
(normal choroidal melanocytes and Universal Reference
RNA). Even if minor differences are observed between
samples, MUC18-sorted cells cluster together and their
pattern remains very similar to that specific of the original
tumors (sorted versus unsorted cells). Finally, the Harbour
supervised clustering signature based on the expression
of 12 genes that discriminates low metastatic risk
samples (Onken's Class 1) from high metastatic risk
samples (Onken's Class 2) indicates that the replicates of
both MP41 (class 1) and MP46 (class 2) MUC18-sorted
cells cluster independently and differently from control
choroidal melanocytes (Figure 5C). Altogether, these
results clearly indicate that MUC18-sorting is an effective
method to purify various type of UM cells that can then
be used for robust genomic analyses.

Discussion

In this work, we used a differential selection method
carried out on UM cells extracted from PDX to isolate
antibodies directed against four cell surface antigens.
Because the panning is performed directly on cells, this
approach enables to recover antibodies that discriminate
between the two cell populations even in the absence of
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any preliminary knowledge on the targeted antigens. The
totally in vitro selection not only spares animal immuniza-
tion, but makes also feasible to adapt selection conditions
and overcome immune dominance. In such a way, it is
possible to isolate antibodies against less accessible or
less expressed biomarkers, or biomarkers expressed on a
subpopulation of cells, such as those that seem to be
preferentially expressed in melanoma metastatic lin-
eages. This was the case of NG2 which is a membrane-
bound protein overexpressed on maost of skin melanomas
and consequently has been tested as a target for
antibody-based therapies (Malas et al., 2014). Despite
the fact that it is actually not surprising to find it also on
the uveal melanomas, ours represents the first report
describing the presence of such antigen on UM
metastatic cells.

Adopting the whole-cell selection process, the surface
antigens are presented in their native conformation and
post-translational modification and are embedded in their
natural lipid environment. Consequently, the isolated
antibodies are particularly usable in approaches in which
the antigen conformation is preserved, such as flow
cytometry, fluorescence microscopy, and in vivo applica-
tions (Djender et al.,, 2014a,b; Moutel et al., 2016; Zou
et al., 2015). As recently underlined (Bradbury and Plick-
thun, 2015), recombinant monoclonal antibodies
described here offer the highest guarantee of product
(and, consequently, data) reproducibility, at a rather low
cost and therefore will probably represent one of the gold
standards for immune-based analyses in the future.

Two of the proteins strongly expressed at the surface
of UM cells were identified as MUC18 and CEACAM1. A
third one may be the NG2 receptor. Other antigens were
likely the target of other VHHSs, but their identification has
not been yet accomplished. MUC18 and CEACAM1 have
been already studied as candidate biomarkers because
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their strong expression has been detected in several
tumor types (Loffek et al., 2015; Mobley et al., 2012).
MUC18 is strongly expressed in primary UM tumor cells,
and its expression seems even increased in metastatic
UM tumors. These data confirm previous reports that
identified MUC18 as a potential marker for UM metasta-
sis (Beutel et al., 2009; Lai et al., 2007; Pardo et al.,
2006) and can be effectively used for capturing circulating
melanoma tumor cells with CellSearch technology (Bande
et al., 2015). Otherwise, MUC18 has been described as a
pro-angiogenic factor, as a metastatic marker in several
kinds of tumors, and as a potential target for melanoma
metastasis treatment, also performed using anti-MUC18
antibodies (Gould Rothberg et al., 2009; Oka et al., 2012;
Qrentas et al., 2012; Stalin et al., 2013; Staquicini et al.,
2008; Wu et al., 2012; Xie et al., 1997; Yan et al., 2003;
Zeng et al., 2011; Zigler et al., 2011). Our results confirm
that the advantage of using MUC18 is related to its very
high expression level (> 10° proteins/cell) which enables
efficient capture/labeling for cell sorting and immune-
based purification.

The other two antigens identified here were also
reported before to be associated with tumor develop-
ment. CEACAM1 was shown to promote cell proliferation
in melanoma and was proposed as a diagnostic and
therapeutic biomarker for malignant melanoma (Loffek
et al., 2015; Ortenberg et al.,, 2014; Sapoznik et al., 2012)
and as an antigen preferentially expressed in some
subsets of uveal melanoma cells (Khatib et al., 2011).
NG2 has been proposed as a target for nanoparticle and
BIiTE therapies in metastatic melanoma (Bluemel et al.,
2010; Guan et al., 2014).

The main limitation of these (and most of the other)
biomarkers is that although expressed at relative high
density on the surface of tumor cells, they are not
exclusively expressed on these cells (for an exhaustive
description of expression patterns in different tissue see
Protein Atlas—http://www proteinatlas.org) and, there-
fore, their use in diagnostics and therapy might be
hindered by off-target activity. Nevertheless, the specific
combination of their co-expression in tumor cells would
represent an extremely more selective factor for diserim-
inating between tumors and healthy tissues.

The VHH format is very suitable for engineering.
Bispecific constructs that target two co-expressed
antigens such as CEACAM1 and NG2 may be gener-
ated and could increase the specificity for metastatic
cells. On the other hand, the immune capture results
reported here underline the extreme heterogeneity of
the UM tumors in terms of antigen display at the cell
surface. This observation stresses the necessity of
using pan-tumor antibodies to ensure efficient targeting
of the whole population of tumor cells for in vivo
applications and to purify and characterize tumor cells
as reported here. Given the high efficiency of the anti-
MUC18 antibody for cell capture, 8H2 should be
considered for the diagnostic of the metastatic

Crépin et al.

melanoma tumor cells, better if coupled to another
antibody specific for a different UM biomarker.

In addition to these clinical applications, the selected
VHHs represent unigue tools to understand more in detail
the biology of UM. As shown in this study, the very
effective immune purification and the cell subpopulation
stratification allowed carrying out extensive genomic
analyses that confirmed and widened the available data
(Furney et al., 2013; Onken et al., 2004). In particular, our
study highlighted the differences that exist between the
restricted diversity of UM models and the variability inside
the same tumor. The polyclonality of solid tumors has
been well established, but most of the in vitro studies are
still performed using cell lines. Our data clearly show that
the heterogeneity of the original PDX is dramatically lost
in the derived cell lines. Consequently, only part of the
actual tumor response may be studied using these
models. Nanobodies can be fused to several different
tags (de Marco, 2012) and this condition expands the
possibility of multilabeling and contemporary evaluation of
several biomarkers. Consequently, tumor cell subpopula-
tions can be identified and recovered independently. Such
possibility to identify the intratumor heterogeneity and to
sort subpopulations by means of a set of specific
monoclonal recombinant antibodies opens unprece-
dented opportunities for testing drug effectiveness
(Schoumacher et al., 2016) and resistances on diverse
‘tumor clones’, for instance those with different expres-
sion patterns of CEACAM1 (Khatib et al., 2011) and NG2
(this work). Furthermore, engineered VHHs are particu-
larly suitable for in vivo diagnostics and drug delivery (de
Marco, 2013; Zou et al., 2015).

In conclusion, we show here that in vitro selection of
antibodies from a naive nanobody library using a differ-
ential selection approach allows for the recovery of
binders that are instrumental to identify novel tumor
antigens, to advance in the understanding of tumor
diversity, and to propose improved diagnostic and ther-
apeutic approaches based on immune biosensors and
immune nanoparticles. Finally, it must be reminded that
nanobodies can be produced in significantly shorter time
and at a cost that is just a fraction of that typical of
hybridoma-derived monoclonal antibedies. This condition
makes conceivable large-scale screening programs and
the development of diagnostics tools that would be not
affordable with conventional antibodies.

Methods

Cell culture

UM cells (MP41, MM33, MM66, OMM2.5, MM28, MP38, MPE5,
and MP48) and lung cancer cells NCIH1299 were grown in RPMI-
Glutamax (Gibco, Waltham, MA, USA) containing 20% fetal bovine
serum (FBS, Invitrogen) complemented with penicillin/streptomycin
{Invitrogen, Waltham, MA, USA) and insulin (Invitrogen) for NCIH1298.
Mammalian adherent cells (RPE-1, HEK, mel-STV, SK-mel-28, C8161,
SKBR-3) were grown in DMEM-Glutamax (Gibco) containing 10%
FBS, complemented with penicillin/streptomycin (Invitrogen). Human
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bronchial epithelial cells (HBEC) were grown in BEGM™ BulletKit™
{Lonza, Basel, Switzerland). All cells were cultured at 37°C in a humidified
atmosphere enriched in 5% CO». The genomic characteristics of the UM
material used in the panning/screening steps are the following. MP41
has a mixed phenotype (spindle and epithelioid), a mutation in GNA11, a
loss of chr3, and a gain of 8g; MP46 has a mixed phenotype, a mutation
in GNAQ, a loss of chr3, and a gain of 8g, and does not express BAP1;
MMZ33 has a spindle phenotype, a mutation in GNAQ and in EIF1AX, and
a gain of chr8; MM66 has a mixed phenotype, is GNA11 mutated, and
has a gain of chr8. The GNAQ/GNA11 status of any batch of sorted cells
was tested and confirmed. The features of the further UM cell lines used
for characterization have been described in details elsewhere (Amirouch-
ene-Angelozzi et al., 2014; Laurent et al., 2013).

Selection of tumor-specific VHHs on PDX cells
Primary (MP derived from human primary ocular tumor) and metastatic
(MM derived from human liver metastasis) UM tumor models MP41
and MM33 were grafted subcutaneously into the interscapular fat pad
of female NOD SCID mice (Charles River) under anesthesia. Patients
signed an inform consent and authorization for the use of their tumor
material for research. Experimental protocol and animal housing were
performed according to institutional and French Ethics Committee
guidelines (Agreement B75-05-18, France). PDXs of 0.6-1 mm®
developed 2 months after grafting (Némati et al., 2010). At a volume
of ~ 1 cm®, mice were sacrificed and tumors were removed and
subsequently dissociated to purify viable tumor cells as described
previously (Petit et al., 2013). Murine stromal and immune cells were
sorted out of the whole population after staining cells with a rat anti-
mouse Pan H-2 (CMH-1) monoclonal antibody coupled to PE (BioLegend,
San Diego, CA, USA), and a rat anti-mouse CD45 monoclonal antibody
Pe-Texas red (Life Technologies, Waltham, MA, USA) at the Curie Flow
Cytometry platform.

Three successive phage display panning were realized on freshly
purified UM tumor cells using a synthetic, humanized single-domain
antibody phage library (NaLi-H1; Moutel et al., 2016) with a diversity
of 3.10% Briefly, 3.10'" phages were prepared from the library,
saturated in PBS, 2% BSA, and incubated with 5.10° control cells
(retinal pigment epithelium, RPE-1, or primary tumor, MP41, cells,
according to the panning protocol, as described in the legend of
Figure 1) 1 h at 4°C under gentle agitation in a total volume of 1 ml of
PBS, 2% BSA. Cells were centrifuged at 400x g for 5 min, and the
unbound phages were incubated again in the presence of 5.10°
control cells as previously described. After centrifugation, the
unbound phages were collected and centrifuged again at 1000xg
for 10 min to spin down aggregates before incubating 1 h the
supernatant with 5.10° of either primary or metastatic tumor cells at
4°C under gentle agitation in a total volume of 1 ml of PBS, 2% BSA.
Cells were washed 10 times with 10 ml of PBS; phages eluted with
triethylamine 100 mM and neutralized with a solution of 1 M Tris-HC|,
pH 7.4. Selected phages were amplified for another panning round by
infection of E. coli TG1. Three rounds of selections were performed.

Positive binder screening

Single colonies of selected VHHs were used to infect growth
medium in 96-well plates. Antibody expression was induced over-
night in the presence of 1 mM IPTG. Two hundred thousand RPE-1
or tumor cells were resuspended with Stempro Accutase (Invitrogen)
in 100 pl of PBS, 1% FBS at 4°C (fluorescence-activated cell (FACS)
buffer). One hundred pl of crude culture supernatant was added to
the cells for 2 h at 4°C. Cells were washed with FACS buffer, and
bound VHHs were detected with an anti-c-myc antibody (9E10,
Sigma, Saint Louis, MO, USA) followed by goat anti-mouse
immunoglobulin conjugated to phycoerythrin (PE, BD). Cells were
analyzed with FACSCalibur Flow Cytometer (BD) using CellQuest Pro
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Software for mean fluorescence intensity (MFI) calculation. The
diversity of FACS positive clones was evaluated after sequencing
with the primer M13 rev: 5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG -3'.

Antibody subcloning and production

VHH cDNA was digested Ncol/Notl and subcloned into either
pET14brFc and pET14b-hFe-multitag to express fusion proteins
composed of VHH plus Fc fragments of rabbit and human
immunoglobulin, respectively (Djender et al., 2014a), or in the
cytoplasmic pET14Ctag to obtain VHH fusions with C-tag (Djender
et al., 2014b). Recombinant antibodies were expressed in E. coli
BL21 (DE3) strain co-transformed with a plasmid for the expression
of sulfhydryl oxidase and DsbC (Djender et al., 2014a). Briefly, 2 ml
of over-night preculture was used to inoculate 500 ml of LB broth in
the presence of the appropriate antibiotics. Bacteria were grown at
37°C until OD600,,, reached 0.4. Sulfhydryl oxidase and DsbC
expression were induced by adding 0.5% (g/ml culture) of arabinose,
and the temperature was lowered to 30°C. After 45 min, 0.05 mM of
IPTG was added to induce antibody expression, the bacteria were
grown overnight at 20°C, harvested, and frozen. Pellets were
resuspended in 20 ml of 100 mM Tris pH8, 500 mM NaCl, 2.5 mM
MgCl;. Lysozyme (0.5 mg/ml) and DNase (3U) were added, and the
lysate was kept 30 min at room temperature. Samples were
sonicated and finally centrifuged at 18 000xg for 20 min at 4°C.
Lysates were filtered and applied on either a HiTrap TALO N® 5 ml
column or on a HiTrap MabSelect SuRe 5 ml column in combination
with a chromatographic AKTA pure system (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK). Analytical (Sala and de Marco, 2010) and preparative
size exclusion chromatographic steps were performed on Superdex™
75 5/150 and 10/300 GL, respectively (GE Healthcare), to evaluate
the antibody monodispersity, and their concentration was measured
by UV absorbance at 280 nm.

Biotinylation of plasma membrane proteins and
antigen immunoprecipitation

For immunoprecipitation (IP), cells were grown to 90% confluence in
150 mm? culture dishes, washed twice with PBS, and resuspended
with Stempro Accutase. Cells were washed three times with cold
PBS before incubation with 2 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA) in PBS (pH 8.0) at 25 x 10° cells/ml for
15 min at 4°C under gentle agitation to biotinylate plasma membrane
proteins. The reaction was stopped by three washing steps in
100 mM PBS/glycine at 4°C. Cells were permeabilized 10 min at 4°C
with a permeabilization solution (BD) and washed twice with PBS
according manufacturer recommendations to remove cytosolic pro-
teins. Lysis was induced by resuspending the cell pellet in the
presence of IP buffer [0 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5%
Triton X-100, 10% glycerol, and protease inhibitor cocktail (Roche,
Basel, Switzerland)]. After 1-h incubation at 4°C under gentle
agitation, cell debris was separated from soluble lysate by centrifu-
gation at 4°C (10 min at 13 000xg). Protein concentration in cleared
lysates was determined by BCA assay (Pierce, Rockford, IL, USA).
One hundred pg of Fc-VHH antibodies was incubated in the presence
of 100 pl of protein G agarose beads (Thermo Fisher) for 1 h at 4°C
under gentle agitation and successively washed three times with IP
buffer at 4°C to eliminate unspecific binding. Fe-VHHs bound to
protein G agarose beads were then incubated 2 h at 4°C in the
presence of 500 pg of biotinylated cell lysates. Agarose beads were
loaded on an empty column (Bio-Rad) before being washed five
times at 4°C with 10 ml of IP buffer. Antigen-antibody complex was
eluted with 0.1 M glycine, pH 3, in 6 fractions neutralized with 1 M
Tris-HCI, pH7.4. Thirty pl of the eluted fractions was combined with
10 pl of SDS loading buffer and heated 5 min at 100°C. The protein
samples were fractionated on two parallel 12% denaturing
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acrylamide gels; one was used for protein transfer to nitrocellulose
membranes, saturated 1 h with PBS, 10% milk, and finally incubated
30 min with Streptavidin-HRP (Pierce). Immunoprecipitated proteins
were identified by chemiluminescence (GE Healthcare). The corre-
sponding bands were excised from the second gel and the proteins
identified by mass spectrometry (Institut Curie Platform).

Antibody specificity characterization

Antigen- to antibody-specific recognition was tested by flow cytom-
etry using 2.10° RPE-1 and cancer cells resuspended with Stempro
Accutase in 100 pl of FACS buffer. All incubations were performed at
4°C. Antibody binding to cells was assessed in 96-well plates in the
presence of 0.1 pg/ml of Fe-VHH followed by goat anti-rabbit or anti-
human IgG conjugated to Alexa Fluor 647 (Invitrogen), depending on
the origin of the Fc moiety. Flow cytometry was used for Fe-VHH
titration experiments performed to evaluate the apparent affinity
directly on cells. Values were fitted with GraphPad software. Mouse
monoclonal antibodies P1H12 (Abcam, Cambridge, UK) and LHM2
(Abcam) were used as positive controls for MUC18 and NG2,
respectively, in combination with anti-mouse immunoglobulins con-
jugated to PE. CEACAM1 was detected with the commercial rabbit
polyclonal antibody ab129385 (Abcam) combined with goat anti-
rabbit 1gG conjugated to Alexa Fluor 647. MUC18 overexpression in
HEK cells was obtained by transfecting the plasmid pCMV6-XL4-
MCAM (Origene, Rockville, MD, USA) with JetPEI (Polyplus, llikirch,
France) and collecting the cells after two culture days. Transfection
efficiency was monitored by flow cytometry (FACSCalibur BD) after
incubating cells with antibody P1H12 and recombinant Fe-VHH as
previously described. Evaluation of the MUC18 number at the cell
surface was carried out by flow cytometry with Quantum™ Simply
Cellular® anti-mouse IgG kit (Bangs Laboratories, Inc, Fishers, IN,
USA) and P1H12 antibody in combination with anti-mouse
immunoglobulins conjugated to PE according manufacturer recom-
mendation.

Western blot analysis

HEK cells overexpressing MUC18 were resuspended with accutase
and washed with cold PBS before the addition of lysis buffer: 10 mM
Tris-HCI (pH7.4), 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% sodium deoxy-
cholate, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, supplemented with protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostic). Lysates were incubated for
20 min on ice and cleared by centrifugation at 14 000xg for 10 min
at 4°C. Protein content in the supernatant was quantified by means
of the BCA assay (Interchim, Montlucon, France). Cell extract
samples or recombinant MUC18 were resolved by 8% SDS-PAGE
under reducing conditions and transferred onto a nitrocellulose
membrane (GE Healthcare Life Sciences, Litle Chalfont, UK). After
saturation in PBS, 10% milk, the membrane was incubated 1 h with
P1H12 at 5 pg/ml and the presence of MUC18 was revealed with
HRP-conjugated anti-mouse immunoglobulins (Pierce) combined to
enhanced chemiluminescence (GE Healthcare).

ELISA

Fifty pl of 5 pg/ml recombinant MUC18 and CEACAM1 (Abcam) or
the same volume of 2% BSA (negative control) was used to coat
overnight a maxisorp 96-well plate (Nunc) at 4°C. The wells were
saturated with PBS, 2% BSA for 2 h at room temperature (RT) before
adding recombinant Fc-VHH, P1H12, or anti-CEACAM1 polyclonal
antibody diluted in PBS, 1% BSA. After 1-h incubation at RT, the
plates were washed 3 times with PBS, 0.05% Tween-20 and three
times with PBS before adding goat anti-rabbit, anti-human, or anti-
mouse IgG conjugated to horseradish peroxidase (Pierce), respec-
tively. The plates were incubated 30 min, washed as previously
described, the antibody- to antigen-specific binding was visualized by
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the addition of 3,3',5,5-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) and quantified by measuring the OD at
450 nm.

Surface plasmon resonance (SPR) analysis

Fc-8Gb apparentaffinity was measured at 25°C using a ProteOn XPR36
(Bio-Rad). CEACAM1 his tagged (Abcam) was diluted to 40 pg/ml in
sodium acetate buffer (pH 5.5) and immobilized by amine-coupling ona
GLC chip (BioRad, Hercules, CA, USA) at 3000 RU. Four hundred pl of
various concentrations of bivalent antibodies was injected as the
analyte at 100 pl/min. The complete kinetic data set was collected in a
single run, and data were fitted with a bivalent analyte interaction
model. Surface regeneration was performed using 10 mM glycine HCI,
pH2.

Sorter-assisted immune purification and genomic
analyses

Fresh uveal melanoma tumors were transplanted into fad pad of 10
non-pre-irradiated immune-deficient female SCID mice as previously
described by Némati et al. (2010). When their volume reached
1 e¢m®, tumors were removed and were immediately processed to
obtain cells dissociation, immunolabeling, and sorting according to
the modified protocol published by Petit et al. (2013) because cells in
uveal melanoma tumors have weaker interactions than in breast
tumors. The tumors were cut into thin fragments using scalpels
before being incubated in 10 ml of the non-enzymatic dissociation
buffer (NEDB, Life Sciences). Dissociation was performed for 30 min
at 37°C under constant shaking. Samples were mixed by pipetting
every 5 min. The fragments were successively filtered through two
nylon meshes (100 and 40 um, respectively, BD). The released cells
were recovered by centrifugation (279x g for 2 min) and stored at
4°C in cold COsindependent medium (Life Sciences) supplemented
with 30% FCS. Fresh NEDB was added to the uncompleted digested
tissue debris recovered from the nylon filters to promote the
complete cell dissociation. Cells were finally collected as above and
pooled together in a total volume of 15 ml of Hanks' Balanced Salt
Solution (HBSS medium, Life Sciences) + 30% FCS, layered onto a
double Ficoll gradient (10 ml of 1.077 LD buffer onto 5 ml of 1.119
HD buffer; Histopague, Sigma-Aldrich), and spun at 700x g for 30 min
at room temperature. Cells were recovered from both interfaces,
pooled, and washed twice in COx-independent medium.

Cells were counted using a Cellometer Auto T4 device (Nexcelom,
Ozyme, France), adjusted to a concentration of 2000 cells/ml using
PBS+1% FCS, and incubated 45 min at 4°C with Fc-VHH antibodies
used at a final concentration of 0.1 pg/ul. After two washing steps in
PBS+1% FCS, the Fc-VHH antibodies were revealed during a 15-min
incubation at 4°C using an Alexa Fluor® 647 Goat Anti-Rabbit 1gG
(H+L) Antibody (Life Technologies, A-21245) and CEACAM1, 14A7
and 14A9 antibodies were revealed with an Alexa Fluor® 488 Goat
Anti-Human IgG (H+L) secondary antibody (A-11013, Life Technolo-
gies) diluted 1:400. Dual staining (MUC18/CEACAM1, MUC18/14A7,
and MUC18/14A9) was performed to establish the percentage of
CEACAM1-, 14A7-, and 14A9-positive cells in MUC18-positive cells.
Anti-MUC18 fused to human Fc and anti-CEACAM1, anti-14A7, and
anti-14A9 fused to rabbit Fc were prepared as above to a final
concentration of 0.1 pg/pl and incubated 45 min at 4°C. Two washes
were applied using PBS+ 1% FCS. Cell volume was adjusted to 1 ml
using PBS+ 1% FCS. Secondary antibodies were diluted 1:400 and
incubated 15 min at 4°C to detect simultaneously both human and
rabbit Fc domains. Flow cytometry analysis was performed after two
washing steps and sorted using BD FACSAria Il and Il in combination
with the BD FACSDiva software. MUC18-positive fractions were
collected in PBS before further analysis. A minimum of one million of
MUC18-positive cells was used for DNA and RNA extraction.
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Genomic analysis

Genomic DNA was extracted and purified using the QlAamp DNA
mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). The integrity of DNA was
controlled on agarose gel, and its purification guality was assessed
using a Nanodrop spectrophotometer. Only DNA showing a sharp
12 kb band and a 260/280 ratio >1.7 was further processed.

The genomic (copy number, gains, loss, and loss of heterozy-
gosity) profiling of uveal melanoma tumors was performed using
the Affymetrix Cytoscan HD assay according to the supplier
recommendations (Affymetrix Reagent Kit Bundle, ref. 901835).
Briefly, 250 ng of genomic DNA was digested with Nspl. Adaptor-
primers were ligated to the Nspl fragments before starting a PCR
amplification step performed to reduce the genome complexity
and obtain enough material to detect 750 000 SNPs and 1.9 million
CNVs on the Cytoscan array. High-fidelity polymerase (Titanium
Tag DNA polymerase; Clonetech, Saint-Germain-en-Laye, France)
was used for the PCR amplification, and the products were
controlled on agarose gels before being pooled, purified, quanti-
fied, fragmented with a DNAse, and processed with biotin end-
labeled nucleotides to being hybridized onto Cytoscan HD arrays
using Affymetrix equipment. Raw data (CEL files) were generated
using Affymetrix Genechip Command Console (AGCC). Data
analysis was performed using Chromosome Analysis Suite soft-
ware (Affymetrix).

Transcriptomic analysis

Total RNA was extracted and purified using the miRNEasy kit from
Qiagen. Sample concentration and purity were measured using a
Nanodrop spectrophotometer (260/280 ratio >1.6), and the integrity
of RNA was evaluated according to the Agilent RNA 6000 LabChip
electrophoresis test (integrity median value: 8.9).

The transcriptome was analyzed using 100 ng of total RNA for
each Affymetrix HTA 2.0 microarray, as previously described
(Furney et al, 2013). Excel files were generated using the
Affymetrix Expression console software. Data were normalized
using the iterPlier algorithm (Affymetrix); data were compared by
means of a Pearson's correlation map and the principal component
analysis.
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B. ISOLEMENT ET PREPARATION DE CELLULES POUR L'ANALYSE MOLECULAIRE

Comme expliqué auparavant, nous avons choisi d'étudier des cellules tumorales issues
de xénogreffes d'UM (PDX UM) pour pouvoir recueillir un grand nombre de cellules
vivantes et pouvoir mener sur un méme ensemble de cellules les analyses envisagées
(analyses de la conformation de la chromatine, analyse des marques chromatinienne,
analyse de méthylation, et analyse génomique et transcriptomique).

Les modeles sélectionnés, MP41 et MP46, partagent une mutation dans GNAg/11
(MP41 : GNA11, c.626 A>T, p.GIn209Leu et MP46 : GNAQ, c.626A>T, p.GIn209Leu) et
un gain du 8qg. BAP1 est exprimé dans le modéle MP41 (localisation nucléaire de la
protéine), alors que déficient dans le modele MP46 (perte d'expression nucléaire de la
protéine BAP1) (Amirouchene-Angelozzi et al. 2014). Pour chaque modele, 15 a 20
souris ont été greffées, et lorsque les tumeurs ont atteint les tailles éthiques, les
biopsies ont été traitées selon I'approche décrite précédemment (Petit et al. 2013). Le
développement des tumeurs apres xénogreffes a pris plusieurs mois pour obtenir
suffisamment de matériel issu des modeles MP41 et MP46. Chaque fraction de cellules
tumorales issues de PDX sélectionnées sur la présence de 8H, 14A7 et 14A9 ont dans
un premier temps été vérifiées au niveau génomique et transcriptomique, avant de
réaliser des pools de cellules (Crépin et al. 2017). Une comparaison des altérations
génomiques présentes sur les différentes fractions préparées (avant dissociation de la
biopsie issue de la souris ayant été greffées, apres dissociation et avant tri puis apres
tri au FACS ) ainsi que sur les diverses préparations de cellules triées a été menée sur
puce Cytoscan HD comme présenté sur la figure ci-apres (Figure 41) (Crépin et al. 2017
Le Tourneau et al. 2012)

Lors de la préparation des fractions cellulaires, I'objectif a été de réserver au minimum
1-5.10° cellules pour les contréles, et fixer 5.10° et 5. 10° cellules dans les conditions
définies pour les analyses de conformation de la chromatine (Hi-C) et localisation de
marques activatrices ou répressives de la transcription (ChlIP-seq contre H2AUb,
H3K4me3 ; H3K27me3, H3K27Ac). Pour réaliser ces études, 15 souris ont été greffées
par modele d'intérét, a lissue desquelles 12 séries de dissociations et tris par
cytométrie ont été réalisées. La quantité de cellules obtenues apres tri est variable entre
les deux modeéles : 2-34 millions pour MP41 ; 3-21millions pour MP46. Au total, pour
MP41 177 millions de cellules ont été obtenues dont 164 millions de cellules ont été
fixées pour réaliser les analyses HI-C et ChIPseq. Pour MP46, 106 millions de cellules
ont été isolées dont 96 millions de cellules ont été fixées.
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Figure 41: Profils génomiques des modéles MP41 et MP46 établis par puces Affymetrix Cytoscan HD.
Extrait de Crépin R, Gentien, D et al. 2017 (supplementary figure 6).

A: uveal Melanoma Primary tumor xenograft: MP41model

Fresn tumor
Oissociatec ce

MUS# sortec celis

R e R R e o ., T . S .. S S W o M

Chromosome 3 Chromosome 6 Chromosome 8

B: uveal Melanoma Primary tumor xenograft: MP46 model

Frasm tumor
Diszociates o

MULES somtes omis

e i el e S e e—

Chromosome 3 Chromosome 6 Chromosome 8

Pour le modele A) MP41 et B) MP46 (panel B), les différences alléliques des ADN extrait des biopsies
avant dissociation (fresh tumor, en vert), des ADN extraits des cellules dissociées non triées (orange),
et aprés tri (rose) montrent des altérations du chr 3, 6 et 8, conservées durant le protocole de
préparation des échantillons.

Afin de comparer les modeles tumoraux a des mélanocytes normaux de la choroide, 5
cultures primaires de mélanocytes normaux ont pu étre obtenues grace au laboratoire
du Pr Simon Saule et sa collaboratrice la Dr Géraldine Liot. Ces cellules normales ont
été isolées a partir d'énucléation post mortem (de personnes décédées apres un
accident de la route) ou a partir de tissu non tumoral adjacent (énucléation des suites
d'un UM). Ces cellules ont pu étre maintenues en culture a l'aide d'un milieu HAM/F12
(supplémenté de 10% de sérum de veau fcetal, 100 U/ml pénicilline, 100 U/ml
streptomycine, 2mM  L-glutamine, 2.5ug/mL Amphotéricine B) complété
extemporanément de 0.TmM IBMX, 10ng/ml de toxine de choléra, et 10ng/ml de BFGF
puis filtré sur un filtre 0.22um. Les cellules ont été maintenues en culture dans une
atmosphere humique avec 5% de CO, a 37°C, avec un changement de milieu deux fois
par semaine. Les cultures primaires de cellules normales ont été controlées pour
I'expression de marqueurs mélanocytaires (GP100/HMB45), I'absence d’expression de
cytokératines 8/18, et pour I'absence de mutations dans les genes clés tels que GNAQ,
GNAT11, BAP1,SF3B1, EIFTAX. Les cellules ont été ensuite préparées pour la plupart des
analyses génomiques, épigénétiques et transcriptomiques.
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C. ANALYSE GENOMIQUE

Plusieurs fractions cellulaires correspondant aux modeles d'UM BAP1 wt et BAP1 muté
(MP41 et MP46) ont été regroupées afin de disposer de réplicats biologiques et réaliser
des réplicats des analyses de conformation de la chromatine, et topologie de I'ADN,
de méthylation de I'ADN et de localisation de marques d'histones d'activation ChlpSeq.

Une analyse génomique par séquencage massif a large échelle a été menée pour les
modeles MP41 et MP46 a partir des cellules tumorales isolées de PDX. Une analyse
similaire de I'ADN constitutionnel isolé de tissu normal adjacent a la zone tumorale de
la lésion primaire a été réalisée de facon a mener une analyse appariée et filtrer les
variants génétiques somatiques et éliminer les variants génétiques présents dans I'’ADN
constitutionnel. Les résultats sont présentés dans I'article ci-apres (David Gentien et al.
2022). Brievement, le taux de mutations ponctuelles somatiques par Mb (SNV) identifié
dans MP41 et MP46 est respectivement de 042 SNV/MB et 0.37SNV/Mb
correspondant aux faibles valeurs identifiées dans 'UM (Robertson, Shih, et al. 2017).
La classification des variants a été réalisée avec |'aide de Cancer Genome Interpreter et
Varsome (Tamborero et al. 2018; Kopanos et al. 2019). Les mutations connues comme
driver oncogénique identifié par cette analyse sont GNATT (p.GIn209Leu) et GNAQ
(p.GIn209Leu), retrouvés mutés respectivement dans MP41 et MP46 comme identifiés
comme les tumeurs primaires (Némati et al. 2010; Amirouchene-Angelozzi et al. 2014).
Des mutations passageres ayant un impact élevé a modéré sur la séquence des acides
aminés, ou sur la séquence d’ARN non-codant ont été listées parmi lesquelles KMT2C
identifiée dans MP41 (codon stop prématuré) et faiblement représentée (20% des
reads portent la mutation c.2961C>G).

L'analyse des données de séquencage a également permis de cartographier les
anomalies du nombre de copies, de retrouver les altérations sur le chromosome 3, 6 et
8 par exemple, et de classer MP41 et MP46 d'apres la signature TCGA respectivement
dans le groupe 2 et 4. Le groupe 2 est enrichi en tumeurs mutées dans SF3B7 mais il a
été montré par la Dr Samar Alsafadi, que MP41 ne présente pas de signature
transcriptionnelle associée aux mutations SF3B7 (Alsafadi et al. 2016). En revanche,
I'association de MP46 au groupe 4 (enrichi en tumeurs BAP1 déficients) est attendue
compte tenu de l'absence d'expression de BAP1 dans ce modeéle (Amirouchene-
Angelozzi et al. 2014) .
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D. ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE

1. Identification de génes dérégulés impliqués dans les voies Gaq, ou dans les
voies de réparation de dommages de I’ADN.

L'analyse transcriptomique a été conduite dans un premier temps en comparant
chaque modele de mélanome uvéal avec des mélanocytes normaux de la choroide
(FC>2; p-value <0.05), et ce a I'aide de Dr Pierre de la Grange de la société Genosplice.
Une premiere analyse qualitative non supervisée menée sur I'ensemble des genes
exprimeés, via une analyse en composante principale (ACP) a montré que les différents
réplicats étaient bien reproductibles et les transcriptomes étaient bien distincts selon
le typé d'échantillons (Figure 42 A et B).

Figure 42: Analyse des transcriptomes de MP41, MP46 et NM par RNAseq.

Extrait de Gentien et al, 2022.
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L'analyse des genes dérégulés entre MP41 vs NM et entre MP46 vs NM a mis en
évidence respectivement 8212 et 9368 genes dérégulés (4063 sous-exprimés et 4149
surexprimés entre MP41 et NM ; 5031 sous-exprimés et 4337 surexprimés entre MP46
et NM). L'intersection des genes dérégulés a mis en évidence 2334 genes surexprimeés
et 3066 genes sous-exprimés en commun dans les modeles MP41 et MP46 (Figure 42
0.

Dans la liste des genes surexprimés, figurent RASGRP3, PLCB4 récemment décrits
comme dérégulés dans les UM, acteurs majeurs de la voie de signalisation Ga/q (Chen
et al. 2017; Moore et al. 2018) ainsi que PRAME (Wadelin et al. 2010). Il est intéressant
de noter que dans la liste des 50 genes les plus surexprimés, 2 genes connus de
I'oncogenese des UM tels que PLCB4 et RASGRP3 soient présents, sachant que des
mutations de PLCB4, mutuellement exclusives de GNAQ/GNAT11/CYSLTR2 aient été
rapportées dans I'UM, et que les mutations de PLCB4 participent a I'activation de la
voie des PKC (P. Johansson et al. 2015). La présence de la surexpression de PLCB4 et
RASGRP3 laisse penser que ces surexpressions contribuent a une suractivation de la
voie Gag.

Le travail de Moore (Moore et al. 2018), a montré dans des modeles murins inductibles
que parmi l'activation des mutations GNAQ, BAP1, ou BRAF, la mutation GNAg
entrainait I'apparition des mélanomes dans les organes contenant des mélanocytes de
facon bien plus efficace que les mutations BAPT ou BRAF. L'équipe, grace aux données
du TCGA a publié une liste de 339 genes corrélés et dérégulés dans les modeles GNAg
mutés. Cette liste des 339 genes surexprimés a été croisée a la liste des genes
surexprimés resultant de la comparaison des UM mutés GNAQ et GNATT vs les
mélanocytes normaux. Cette analyse met en évidence 29 genes surexprimés en
commun dont RASGRP3, RAPGEF4, MET, RAB38, BRCAT, MITF, TYRP1, CITED1, dont les
variations d'expression les plus importantes concernent RASGRP3 et RAPGEF4
(respectivement avec des « fold change » moyens de 17455 et 1091 et des p-values de
de 4.59x10% et 2.85x108 dans nos comparaisons UM vs NM). RASGRP3 a été décrit
comme participant a l'activation de voie RAS/ERK suite a I'activation oncogénique
GNAQ/GNATT (Chen et al. 2017, Moore et al. 2018). Nous avons identifié comme
dérégulé un autre géne de de la voie des GPCR, RAPGEF4 connu pour activer p38. De
facon a tester le réle potentiel de RAPGEF4 dans I'UM, j'ai évalué l'inhibition de
RAPGEF4 par une approche pharmacologique avec un inhibiteur spécifique ESI-05
(Rehmann 2013; K. M. Choi et al. 2021; N. Kumar et al. 2018) et par une approche
d’extinction génique par siRNA sur MP41. L'IC50 mesuré avec l'inhibiteur ESI-05 apres
48h de traitements sur 5 réplicats de MP41 est de 79.3uM en valeur médiane et
correspond aux IC50 décrites pour l'inhibiteur ESI-05. Bien que I'inhibiteur ESI-05 ait
été montré comme le plus spécifique d'EPAC2/RAPGEF4, l'inhibition de croissance
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mesurée sur MP41 a également été observée sur des cellules controles comme RPET1,
n‘exprimant pas RAPGEF4. Ces analyses non publiées, n‘ont pas été poursuivies. Une
extinction transitoire visant a bloquer 'ARNm de RAPGEF4 a été testée avec 4 siRNA
différents : siRNA 5, 6, 7 et 8 (GeneGlobe, Qiagen), dont les séquences ciblées sont
présentées en Figure 43. Le siRNA #5 est en commun avec les travaux de Van Kolen de
2010 (Van Kolen et al. 2010). L'extension par siRNA a été réalisée en parallele de siRNA
contrdles soit ne ciblant aucun transcrit humain (contréle negatif) soit ciblant PLK1 soit
MAPK1 (contrOles positifs) (Maire et al. 2013; Montaudon et al. 2020). Bien que
I'extinction de RAPGEF4 ait permis une diminution de 50% au niveau protéique
(anticorps anti Epac?2, clone sc-28326, Santa Cruz), aucune baisse significative n'a été
observée sur p38/MAPK14 ni sur phospho p38/MAPK14 comme espéré. Aucun effet
n'a d'ailleurs été observé sur p44/42 MAPK (Erk2) ni sur phospho-p44/42 MAPK (Erk2)
d'apres les quantifications relatives réalisées en western blot suivant une normalisation
sur GAPDH par exemple.

Figure 43: Schéma de ciblage de RAPGEF4 par siRNA.
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siRNA Hs_RAPGEF4 8 5104375791 AGCAAGCGTGTTCAGCTATTA

Appartenant a la famille des Cancer/Testis (C/T) antigens, PRAME a été décrit exprimé
dans I'UM (Field, Decatur, et al. 2016; Field, Durante, et al. 2016; Gezgin et al. 2017;
Schefler et al. 2019). PRAME a également été décrit comme facteur de transcription, et
associé aux régions transcriptionnellement actives et dans la régulation du cycle
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cellulaire (Costessi et al. 2011). Parmi les genes surexprimés, 411 contiennent dans leur
promoteur une séquence capable de fixer le facteur de transcription Prame (-400bp
+100bp du TSS). Notre analyse transcriptomique montre un enrichissement significatif
en C/T antigens observé dans les modeles tumoraux (16 C/T Antigens surexprimés,
Figure 44), potentiellement utile pour des pistes d'immunothérapies du type CAR T-
cells, bispecific T engagers (Tian et al. 2021) ou vaccination.

Figure 44: Enrichissement des cancers testis antigens dans |'analyse transcriptomique entre
MP41, MP46 vs NM.
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La liste des genes sous exprimés dans les UM, contient quant a elle 3066 genes dont
71 genes ayant été associés a des fonctions de genes suppresseurs de tumeurs.
Cependant la liste des genes sous exprimés partagés entre MP41 et MP46 vs NM, est
moins consistante, peu de genes sont présents dans le top 50 des genes les plus sous
exprimes.

L'analyse de la localisation des genes dérégulés, a montré que 101 cytobands étaient
enrichies significativement, et en particulier 18% des genes régulés sont localisés sur le
chromosome 8. Les genes surexprimés sont enrichis a la fois sur des régions dont le
nombre de copies est supérieur a 2 : 8q, 1a, 21qg, mais également sur des régions dont
le nombre de copies est normal (5q, 4q). Un enrichissement des genes sous exprimés
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a été identifié sur des régions en perte telles que 1p, 3p, 8p et 16q et partagées entre
MP41 et MP46 mais également sur des régions gagnées dans I'un des modeles comme
le 12q (MP41) et le 17q (MP46).

L'analyse des genes dérégulés en commun entre MP41 et MP46 vs NM a été traitée
avec des outils tels que Reactome et Kegg (Gillespie et al. 2022; Kanehisa et Goto 2000)
afin d'identifier les voies de signalisation et les fonctions cellulaires principalement
dérégulées. Dans le top 50 des voies les plus dérégulées partagées entre MP41 et MP46
vs NM, plusieurs voies en lien avec la prolifération cellulaire, le DNA repair et la
maintenance de la chromatine ont été identifiées. Les voies du DNA repair contiennent
plusieurs «sensors » significativement surexprimés comme MRET1, RADS50, et
NBN/NBS1, BARD1, BRCA1/2, BRIP1, PALB2, SEM1, BRCC3, USP3, RAD54B ainsi que des
paralogues de RAD51 Figure 45).
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Figure 45: Dérégulation de la voie de la recombinaison homologue entre MP41 et MP46 vs NM.
Extrait de Gentien et al, 2022.
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A partir des génes régulés et partagés entre MP41 et MP46 vs NM, la voie de la recombinaison
homologue, identifiée par I'analyse Reactome, est mise en évidence par la carte Kegg. Les noms des
génes sont colorés en fonction de leur régulation : les génes non régulés sont dans des cases
blanches, les génes sur exprimés sont dans des cases rouges et les génes sous-exprimés dans des
cases vertes. Les couleurs claires indiquent une régulation significative dans MP41 vs NM ou dans
MP46 vs NM, et les couleurs foncées indiquent une régulation significative observée dans les deux
comparaisons. La voie de la recombinaison homologue (HR) (HSA03440, Kegg) présente 21 génes
régulés sur 41 (17 régulés a la hausse et 4 régulés a la baisse) avec une valeur significative (valeur p
minimale : 5,99x10-9).
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2. Caractérisations d’altérations génomiques et transcriptomiques nouvelles.

Dans ce contexte d'activation de genes liés a la réparation des dommages de 'ADN
une cartographie optique de 'ADN (Lam et al. 2012; Chan et al. 2018) complétée par
une approche de FISH pour le marquage des télomeéres, centromeres puis I'analyse
multi-spectrale (M'kacher et al. 2020) ont été réalisées pour analyser les altérations
structurales du génome de MP41 et MP46. Du fait des limitations technologiques de
I'analyse par FISH et de la quantité relativement importante d’ADN nécessaire pour la
cartographie optique Bionano, nous avons profité de I'avantage des lignées cellulaires
dérivées des modeéles MP41 et MP46 pour réaliser ces analyses. L'analyse par
cartographie optique Bionano a mis en évidence un nombre important d'altérations de
grandes tailles telles que des translocations, insertions, duplications et des petites
délétions (Figure 46). Des translocations inter et intra-chromosomiques ont été
identifiées dans MP41 : t(19;19) t(1;12) or t(6;8), comme dans MP46 : t(19;19) et
t(1;22).

Figure 46: Principales altérations structurales identifiées par cartographie optique dans les modéles
MP41 et MP46.
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Cartographie optique de I'ADN de MP41 et MP46. Le circos plot resume les altérations génomiques
dans A) MP41 et B) MP46. Du centre a la périphérie du circos : la vue du génome entier résume les
translocations intra et inter chromosomiques (lignes roses), les gains et pertes de nombre de copies
répertoriés sur la premiere couche interne du circos, et les SV (insertion, délétion, inversion et
duplication) sont marqués par des points colorés dans la couche intermédiaire du circos. La densité
des genes, les cytobandes et les chromosomes composent les couches externes du circos. C) Le
nombre d'insertions, de délétions, d'inversions et de duplications et les translocations inter et inter
sont détaillés pour les MP41 et MP46 définis par la cartographie optique Bionano et le pipeline
d'assemblage De novo (v1.5).
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L'analyse TC+M-FISH réalisée avec I'aide de Cell Environment (Dr Radhia M'kacher, et
Dr Eric Jeandidier) a permis de caractériser la ploidie des modeles (genome hyper
triploide pour MP41 et hyper diploide pour MP46) et d'identifier des aberrations
chromosomiques donnant lieu a de nombreux chromosomes dicentriques et dérivatifs,
associés a des altérations télomériques (Table 2: Altérations identifiées par M-
FISHTable 2 et Figure 47). La présence de chromosomes dicentriques suggere des
associations chromosomiques (chromosome end-to-end fusion) en lien avec les
télomeres du fait de I'observation de télomeres interstitiels.

Table 2: Altérations identifiées par M-FISH.

Variant structural MP41 MP46
Translocations t(1;12), t(6;8), t(19;19) 1(1;22), t(19;19)
Chromosomes dicentriques dic(14;16), i(8q), dic(1;11;8)  dic(1;17), dic(6;10), dic(8;21),
dic(13;22), dic(16;20);
dic(20;22)

Chromosomes dicentriques
avec des pertes
télomériques

Chromosome avec des
séquences télomériques dic(6;8;17) der(15)t(11;15)
interstitielles

Détection de chromosomes

en anneau

dic(1;11;6;8), dic(1;11),
dic(6;8;14), dic(6;8;17),

r(1;11,6;8) r(9;21)

Pour compléter I'analyse transcriptomique, au regard des altérations réarrangements
structuraux observés pouvant conduire a des genes de fusions, une analyse de
transcrits de fusion a été engagée avec l'aide de la société Genosplice. En comparaison
avec les mélanocytes normaux, une recherche de transcrits a été réalisée de fagon a
identifier ceux présents dans au moins 2 réplicats par modele et identifiés par au moins
2 algorithmes de détection de transcrits de fusion sur 5 appliqués (deFuse, SOAPfuse,
JAFFA, FusionCatcher, TopHat-Fusion). La plupart des transcrits de fusion ont été
validés par PCR a partir des ARN extraits de cellules isolées des PDX MP41 et MP46
(Table 3). Les amplicons ont été séquencés par la méthode Sanger, permettant de
préciser la jonction des séquences au niveau ARN.
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Table 3: Transcrits de fusion identifés par RNAseq.

Fusion Cyto- Cyto- Incidence Read Nb Fusion Protéine | Confirmée
@ Genel- bande 1 bande 2 (nb Throught d'outils | connue de par PCR +
"08" Gene2 occurrence RNA? de ? fusion Seq.
b / nb de détection prédite ? | Sanger?
replicat) de fusion
RSPO3- . .
POMK 6q22.33 8p11.21 4/4 Non 5 Non Oui Oui
NCOA7- .
GPAT4 6q22.32 8p11.21 4/4 Non 2 Non Non Oui
— 12qg24.12
i Mﬁ?ﬁxﬁ? / 12q24.12 | 4/4 Non 4 Oui | Oui Oui
12g24.13
MYO10- .
CDH18 5p15.1 5p14.3 3/4 Non 3 Non Non Oui
RYR1- .
SBNO2 19913.2 19p13.3 3/4 Non 4 Non Non Oui
MRPS21 - Non . .
CABINT 1921.2 22q11.23 3/3 5 Non Oui Oui
ODF2 - Non . .
TBC1D13 9q34.11 9q34.11 3/3 5 Non Oui Oui
LINC00482 Non .
- NPLOCA 17925.3 17q925.3 3/3 5 Non NO Oui
e}
< | KDMZ2B - . .
% RHOF 12g24.31 | 12g24.31 3/3 Non 3 Non Oui Oui
SLC13A3 - Oui/Non . .
TP53RK 20g13.12 | 20q13.12 3/3 ? 2 Oui Non Oui
USP49 - . . . .
MED20 6p21.1 6p21.1 3/3 Oui 2 Oui Oui Oui
MIFSJSOB i 14912 16p11.2 3/3 Non 2 Non Non Non

Ces expériences ont permis de confirmer que la plupart des transcrits de fusion étaient
associés a des réarrangements structuraux identifiés par cartographie optique. Par
exemple, I'ARN de fusion MAPKAPKS5-ACAD10 spécifique de MP41, ainsi que I’ARN de
fusion KDM2B-RHOF spécifique de MP46 correspondent a des insertions-duplications
en 12924 (Figure 48), survenant sur un site fragile de réplication 'ADN (FRA12E, (N.
Kumar et al. 2018)).
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Figure 47: Evaluation de l'instabilité télomérique dans les modéles MP41 et MP46.

Extrait de Gentien et al, 2022.
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L'analyse des téloméres a été suivie sur MP41, MP46 et sur des fibroblastes normaux comme témoins.
A) Les intensités de marquage des télomeres ont été quantifiées sur les 3 modeles, et la distribution
de l'intensité a été observée comme dépendant de la surface et spécifique au type de cellule. B)
Aprés une analyse de normalisation en deux étapes, prenant en compte la taille des cellules, le
nombre de chromosomes par cellule et la quantité de signal télomérique par cellule, une moyenne
de perte de téloméres/chromosomes a été calculée dans MP41, MP46 et les contrdles (contenant
respectivement une moyenne de 76,8 chromosomes dans MP41, 44,8 dans MP46 et 46 par contréle).
Les étoiles jaunes mettent en évidence la perte de télomeéres sur 3 chromosomes de MP41. La
fréquence de perte et de délétion des télomeéres par métaphase dans les cellules MP41 et MP46 est
présentée dans la plupart des chromosomes des cellules MP41 et MP46. C). La fréquence de perte
et de délétion des télomeres par chromosome montre des aberrations télomériques de
chromosomes spécifiques tels que les chromosomes 6, 8, 14, 17 et 22 dans les cellules MP41. D)
Présence de séquences interstitielles de télomére sur le dicentrique (6;8;17), et sur un chr15 dérivatif.
Des télomeres sont absentes des dic(14;16), i8q, chr6, et chr 14q. E) Détection d'un dic(1)t(1;11;6;8)
et d'un chromosome en anneau provenant probablement d'un point de cassure en 1921 conduisant
a un chromosome en anneau (r(dic(1;11;6;8)). F) détection d'un chromosome en anneau dans MP46
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Figure 48: Exemple d'un variant structural (insertion, duplication) identifié dans MP41, associé a
I'expression d'un transcrit de fusion MAPKAPK5-ACAD10.
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A) L'analyse par cartographie optique montre sur le chr12 (référence piste en vert), deux alleles
detectés (piste en bleu) dont I'un des deux alleles contient deux copies de la région ACAD1070-
MAPKAPKS (rectangle en pointillé rose) dont la seconde est insérée en tandem dans MAPKAPKS. Les
molécules d’ADN ayant conduit a I'établissement des cartes optiques des deux alléles sont affichées
en jaune-orangé, donnant une couverture de la région ACAD10-MAPKAPK5 de 60 a 70X par alléle.
B) La séquence nucléotique de I'ARN de fusion affichée dans le rectangle en pointillé gris correspond
a la séquence de I'amplicon de PCR ciblant I'ARN de fusion MAPKAPK5-ACADT10, et permet de
préciser le point de jonction entre I'exon 7 de MAPKAPKS et I'exon 14 d’ACAD10.

De fagon intéressante, un événement de translocation identifiée par cartographie
optique dans MP41 entre les chromosomes 6 et 8, correle avec I'expression de deux
transcrits de fusion confirmée par PCR et séquencage : GPAT4-NCOA7 et POMK-
RSPO3. Grace au FISH multi-spectral, la fusion est détectée sur des chromosomes 6
dérivatifs tels que dic(der(6)t(6;8);14); dic(der(6)t(6;8);16); dic(der(6)t(6;8);17), et sur des
chromosomes 8 dérivatifs der(8)t(6;8), ider(8)(q10)t(6;8), dic(1;11;8;6) ainsi que sur le
chromosome en anneau r(dic1;11;8;6). De facon a mieux comprendre les
réarrangements, nous avons utilisé des sondes pour réaliser une analyse ciblée par FISH
pour identifier spécifiquement NCOA7 et RSPO3 sur le chromosome 6 et GPAT4 et
POMK sur le chromosome 8 (Figure 49 A).
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Figure 49: Complexité et hétérogénéité de variants structuraux présents dans MP41 impliquant les
chromosomes 6 et 8.

Extrait de Gentien et al, 2022.
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Analyse FISH des chromosomes 6 et 8 dans le modéle MP41. A) Sondes spécifiques (Empire Genomic,
USA) congues pour la détection de 4 genes : NCOA7 (orange), RSPO3 (bleu), GPAT4 (vert) et POMK
(rouge). Les sondes FISH sont représentées sur la carte optique montrant la t(6;8) générée par
I'analyse Bionano. B) la présence de RSPO3 et NCOA?7 sur le chromosome 6. C) dic(6;8;17) contenant
les genes GPAT4 et POMK en plus de RSPO3 et NCOA?. D) dic(6;8;16) contenant les génes GPAT4 et
POMK en plus de RSPO3 et NCOA7 (E) I'i(8q) contient les genes GPAT4 et NCOA?7. (F) le dic(1;11;6;8)
montre l'insertion des genes GPAT4 et NCOA7 (G) schéma des possibles mécanismes de formation
des réarrangements impliquant les chromosomes 6 et 8.




Les résultats obtenus par FISH montrent que les chromosomes dicentriques 6 (dic
(6;8;14), dic(6 ;8 ;16) et dic(6 ;8 ;17)) sont reconnus par les 4 sondes des genes GPATH4,
POMK, RSPO3 et POMK (Figure 49 C et D). Les chromosomes 8 sont reconnus pour les
2 genes GPAT4 et POMK natifs du chr8, ainsi que pour NCOA?7 dérivé du chr6, ce qui
n'est pas le cas pour RSPO3. POMK (Figure 49 E). Les 2 isochromosomes 8 sont quant
a eux uniquement reconnus par les sondes GPAT4 et NCOA?. Ces différents résultats
montrent des réarrangements complexes de régions proches des centromeres des
chromosomes 6 et 8 causé par une instabilité génomique. Sachant que MAPKAPK5-
ACAD10 a déja été identifié comme un variant ancestral dans une étude sur I'autisme
(Holt et al. 2012), cette fusion semble ne pas étre pertinente pour des analyses plus
approfondies pour analyser de possibles fonctions oncogéniques dans I'UM.

Afin d'évaluer si d'autres lignées d'UM contenaient des variations structurales
importantes, les lignées Mel202, MM66, OMM1 et OMM2.3 (Griewank et al. 2012; Jager
et al. 2016) ont été testées par cartographies optiques et par TC+M-FISH. Des
altérations ont pu étre identifiées au niveau des télomeres, associées a des
chromosomes dicentriques et a des événements de translocations (David Gentien et al.
2022). Ces analyses réalisées sur des lignées comportant un gain du 8g, ont montré
une instabilité génomique récurrente, identifiée par une analyse de cartographie
optique a haute résolution, associée a une approche de TC+M-FISH.

E. ANALYSE INTEGRATIVE GENOMIQUE, TRANSCRIPTOMIQUE ET
EPIGENETIQUE

1. Caractérisation des régions méthylées et identification de nouvelles
altérations BAP1.

L'analyse de méthylation a été menée pour I'ensemble des modeles d'intérét a l'aide
d'un protocole développé par Cambridge Epigenetix, pour lequel un contrat de
collaboration a été mis en place pour le proposer dans le cadre des activités des
plateformes Génomique et NGS de l'institut Curie. Le protocole OxBS utilisé permet
d'identifier les meéthyl Cytosine des ilots CpG de fagon spécifique (Figure 50, (Booth et
al. 2013)) et a permis de préparer des librairies pour le séquengage des mélanocytes
normaux contrairement au protocole basé sur la conversion au bisulfite de sodium
standard puis séquencage (Qiagen, EpitecT), et ce probablement du fait de la mélanine
présente en abondance.
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La premiere analyse conduite avec les données de méthylation a consisté a évaluer les
niveaux de méthylation des ilots CpG en commun avec les données de méthylation du
TCGA pour MP41 et MP46. Cette analyse a permis de classer MP41et MP46 dans les
groupes 2 et 4 respectivement.

Figure 50: Schéma d'identification de 5mC.

Modifié de Booth et al, 2013.
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Une oxydation des 5hmC en 5fmC puis un traitement au bisulfite permet de convertir les C non
méthylés ainsi que les 5fmC en T, puis d'identifier les 5mC lues comme des C.

Les régions méthylées ont ensuite été annotées selon leur localisation génomique de
facon a distinguer les régulations au niveau des promoteurs riches en CpG (CGlI
promoters), les promoteurs dépourvus de CGl, les exons, les introns, les régions
intergéniques ainsi que les éléments répétés (Figure 51).

Comme attendu les CGI promoters sont déméthylés (Figure 51 A) et ne présentent pas
de différences notables entre UM et NM, alors que les autres localisations sont
globalement moins méthylées dans MP41 et MP46 que les NM (Gama-Sosa et al. 1983;
Feinberg et Vogelstein 1983). Des différences existent cependant entre les deux
modeles MP41 et MP46, en particulier au niveau des promoteurs ne contenant pas de
CGl, au niveau des CGI en dehors des promoteurs, et dans les régions intergéniques.
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L'analyse des régions différentiellement méthylées (DMR) a été conduite pour MP41 vs
NM et MP46 vs NM, de facon a identifier dans MP41 et dans MP46, les régions
hyperméthylées et hypométhylées par rapport aux NM. L'identification de DMR repose
sur I'analyse de CpG couverts par au moins 5 reads de séquengage, pour lesquels au
moins 10 CpGs sont contenus dans une fenétre de 500bp, et présentent au moins un
écart de 30% de méthylation entre les modeles d'UM et les NM. Comme présenté sur
la Figure 51 B, la plupart des DMR identifiées sont hypométhylées (H-) dans les
modeles MP41 (53k H-) et MP46 (137k H-), et sont majoritairement localisées au niveau
de régions répétées . Ensuite 2 a 3% des H- concernent des promoteurs contenant des
CGls, et 1 a 2% des promoteurs ne contenant pas d'ilots CpG. Les régions
intergéniques, introniques et exoniques se répartissent ensuite les 21-26% de régions
hypométhylées. Parmi les DMR hypométhylées identifiées dans ces comparaisons, la
moitié des 53k H- de MP41 sont partagées avec MP46, alors que parmi les 137k H- de
MP46 seulement 21% sont partagés avec MP41. La répartition des H- partagés par
MP41 et MP46 est assez homogene. Les régions hyperméthylées (H+) identifiées dans
MP41 vs NM et MP46 vs NM sont moins nombreuses (respectivement 3.5k et 2.4k), et
se répartissent difféeremment entre les MP41 et MP46 vs NM. Seulement 692 H+ sont
partagées entre M41 et MP46 vs NM, et sont majoritairement localisées sur les régions
répétées. Globalement la majorité des DMR identifiées sont hypométhylées (H-) dans
les comparaisons réalisées, dont la moitié de celles présentes dans MP41 représentent
environ 20% de celles identifiées dans MP46 ; ces H- en commun représentent 29k
DMR répartis de maniere homogéne sur le génome, dont 19% concernent des
promoteurs. A l'inverse les 692 H+ en commun entre MP41 et MP46 concernent
principalement des répétitions (73%) et peu les promoteurs (7%).
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Figure 51: Analyse globale des régions méthylées et régulées entre MP41, MP46 et NM.

Extrait de Gentien et al, 2022.
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Analyse globale de la méthylation de I'ADN des modeles d'UM et NM. A) Les niveaux de méthylation
de I'ADN sont indiqués au niveau des promoteurs contenant des CGl, des promoteurs sans CGl, des
CGl non localisés dans des promoteurs, des exons, des introns, des régions intergéniques et des
répétitions, dans les mélanocytes normaux, MP41 et MP46. B) Régions différentiellement méthylées
(DMR) en tant qu'hypo et hyper DMR (H- et H+) dans une fenétre de 300kb dans MP41 vs NM, MP46
vs NM. Les DMR ‘commonly regulated’ correspondent aux DMR identifiées et partagées dans les
comparaisons MP41 vs NM et MP46 vs NM. Les DMR ont été considérés comme communément
régulés lorsqu'ils partagent la méme variation (H- ou H+) et lorsque leurs coordonnées sont
identiques ou se chevauchent.
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Comme MP46 appartient au groupe 4 d'apres la signature de méthylation du TCGA, et
gu'aucune mutation ponctuelle n'avait été identifiée précédemment expliquant la
perte d'expression de BAP1 au niveau protéique (Amirouchene-Angelozzi et al. 2014),
nous avons focalisé notre analyse de méthylation sur le promoteur de BAPT. Cette
analyse nous a permis de montrer que bien que le promoteur de BAPT soit
hypométhylé dans les NM et dans MP41, une hyper-méthylation encadrant une
délétion de 809bp est présente dans MP46 (Figure 52 A). Cette délétion de 809bp a
été retrouvée dans les données de séquengage massif de I'ADN, et a pu étre détectée
par l'analyse de cartographie optique Bionano (Figure 52 B). MP46 ayant une
isodisomie du chromosome 3, il est intéressant de valider par I'analyse Bionano que les
deux alleles sont détectés comme portant la méme délétion, estimée a 754bp.

144



Figure 52: Caractérisation du promoteur de BAP1.
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A) Pourcentages de méthylation (5mC) des échantillons NM, MP41 et MP46 sur la région de
BAP1/PHF7 visualisés via le UCSC Genome Browser. Les NM et MP41 ont une région promotrice
hypométhylée alors que le promoteur de MP46 est délété de 890bp dont les bornes de la délétion
sont hyperméthylés. B) L'analyse par cartographie optique ADN montre deux alléles identiques ayant
une délétion estimée a 754bp dans MP46. C) Quantification (FPKM) des ARN BAP1 dans les
échantillons NM, MP41 et MP46, montrant I'asbcence d'expression dans MP46 D) IHC BAP1 réalisée
sur les MP41 et MP46.

L'hyper-méthylation identifiée aux bornes de la délétion de 809bp de MP46 ainsi que
I'nypo-méthylation des promoteurs de NM et MP41correlent avec les niveaux
d'expression de BAP1 mesurés dans les mémes échantillons en RNAseq (Figure 52 C),
ou sur les PDX correspondants en IHC (Figure 52 D).

La mise en évidence de la délétion de MP46 a été confirmée par PCR spécifique et
séquencage Sanger a partir des cellules isolées des PDX pour le modele MP46. Cette
délétion n'est actuellement pas décrite dans les bases de données ClinVar ni dans
Cosmic. Une approche de séquengage ciblé basée sur des amplicons chevauchants,
répartis sur une région couvrant BAP1(TrueSeqCustom Amplicon Seq ; lllumina, Figure
53 A) a été testée a l'aide d'une cohorte de 48 cas d'UM non caractérisés et utilisés
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pour la mise en place de nouveaux modeles de PDX. La recherche de mutation a été
comparée a la présence de la protéine BAP1 détectée en immunohistochimie. Deux
nouveaux PDX ont présenté une délétion similaire dans la région promotrice de BAP1
(de 526bp et 1114bp, Figure 53 B), dont la perte d'expression a été validée par
immunohistochimie (Figure 54 C) (David Gentien et al. 2022). Un récent cas d'UM a été
identifié dans le service de génétique de I'Institut Curie, comportant une délétion plus
large que MP46 (2.2kb) grace au programme France Medecine Génomique 2025 au
sein de la plateforme SeqOIA.

L'intégration des données d'expression aux profils de méthylation a été réalisée en
considérant les genes dont |'expression est régulée entre MP41 vs NM et MP46 vs NM.
La majorité des genes régulés en communs ne présentent pas de régulation
significative de la méthylation, seuls 5% des génes différentiellement exprimés sont
hypo ou hyper méthylés au niveau de leur promoteur, parmi lesquels RASGRP3 et
PRAME sont hypométhylés.
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Figure 53: Identitication de mutations BAPT par une approche de séquencage d'amplicons.
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A) La visualisation de BAP1/PHF7 a I'aide du Genome Browser de UCSC contient les annotations
RefSeq de BAPT et PHF7, la région ciblée en orange du panel AmpliSeq, les amplicons de PCR en
vert, les régions non ciblées du panel (premiére piste en rouge) les mutations somatiques référencées
sous Cosmic (seconde piste en rouge), et le taux de GC en noir. Le trapéze en ligne pointillée rose
correspond a la région promotrice de BAP1/PHF7 ciblée par 9 amplicons chevauchant de 250bp et
positionnés en quinconce. En cas de délétion de 800bp, un amplicon de 320bp pourrait étre généré
via les amorces 1 et 2. B). L'analyse sous IGV des données de séquencage ciblé pour les échantillons
connus : NM, MP41 et MP46, ainsi que deux cas utilisés pour I'établissement de nouveaux PDX
L22R23 et L223R54. La couverture diminue sur la région promotrice riche en GC de BAP1/PHF7 pour
les échantillons NM et MP41. La délétion de 809bp est retrouvée pour MP46. Les échantillons
L223R23 et L223R27 ont également une délétion de 526 et 1114bp au niveau de la région promotrice
de BAP1/PHF7. C) La perte d'expression nucléaire de BAP1 est observée par immunohistochimie pour
L223R23 et L223R57.
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2. Analyse de la topologie et genes différentiellement exprimés

a. Analyse globale

L'organisation spatiale de la chromatine contribue a la régulation de l'expression
génique. Nous avons souhaité étudier comment cette organisation au sein du génome
de mélanocytes pouvait étre modifiée apres transformation des mélanocytes uvéaux,
et son impact sur I'expression des genes. Pour cela, I'analyse de la conformation de la
chromatine a été dans un premier temps, menée selon le protocole décrit par Job
Dekker (UMASS, USA (Belton et al. 2012)), puis selon le protocole d'in situ Hi-C de Rao
et al (S. S. P. Rao et al. 2014) de facon a améliorer I'analyse de la conformation de la
chromatine. Trois échantillons de mélanocytes normaux ont été préparés en duplicat
ainsi que deux réplicats biologiques pour MP41 et pour MP46 (Figure 54). Les données
de séquencage ont fait I'objet de différents traitements bio-informatiques afin de
corriger les effets liés aux variations du nombre de copies et en particulier avec la
normalisation CAIC (Servant et al. 2018). Les interactions ont été étudiées pour
caractériser les contacts entre deux régions a deux résolutions et ainsi définir les
interactions a I'échelle des compartiments (résolution de 250kb, (Lieberman-Aiden et
al. 2009)), et a I'échelle des domaines topologiques associés (TADs, 40kb, (Dixon et al.
2012; Nora et al. 2012)) (David Gentien et al. 2022). L'analyse des compartiments et des
TADs a été interprétée avec I'outil de visualisation Juicebox (Durand et al. 2016).
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Figure 54: Cartes de contacts obtenues pour NM, MP41 et MP46.
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Les cartes de contacts issues des données Hi-C ont été générées a l'aide des données compilées de
deux réplicats par échantillon traités selon le protocole de Rao et al, 2014, et visualisées a l'aide de
Juicebox.

L'analyse des compartiments A et B (correspondant respectivement aux compartiments
actifs de I'euchromatine, et inactifs de I'hétérochromatine), pour les modéles NM,
MP41, et MP46, a montré que 72% des compartiments partageaient le méme statut
(AAA et BBB, Figure 55 A), et que 10% des compartiments des A ou B étaient partagés
par un des modeles MP41 ou MP46 avec les NM. Pour simplifier I'analyse des
compartiments, chaque type de compartiment annoté « ABB » correspond a I'état du
compartiment dans les NM (1€ lettre), MP41 (2¢ lettre) et MP46 (3¢ lettre). Une faible
proportion des compartiments actifs dans les NM sont inactifs dans MP41 et MP46
(4.36% sont ABB), comme d'ailleurs une faible proportion des compartiments inactifs
dans les NM sont actifs dans les UM (3.64% sont BAA). La localisation des
compartiments inactifs et actifs dans les modeles d’'UM est présentée sur la Figure 55
C.
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L'analyse du contenu génique des compartiments ainsi que I'expression et la variation
d'expression mesurée selon |'état du compartiment est résumée sur la Figure 55 B. La
majorité des genes différentiellement exprimés et régulés en commun sont localisés
dans des régions actives (AAA). Les compartiments spécifiquement inactifs et actifs
dans les UM (respectivement ABB et BAA) contiennent 159 genes différentiellement
exprimés et plus précisément 96 genes ayant la méme régulation d'expression dans les
compartiments inactifs dans MP41 et MP46 (ABB), et 63 genes dans les compartiments
actifs dans MP41 et MP46 (BAA) (Figure 55 C).

L'analyse des domaines topologiques associés (TADs), identifiés par la définition d'un
score d'insulation défini tous les 40kb, ne montrent des différences significatives en
terme de nombre, ou de taille de TAD (Figure 55 D et E).

Globalement, I'analyse de conformation de la chromatine permet de montrer que
I'organisation des TAD est stable, que la majorité des genes régulés (83%) sont
localisées dans les compartiments actifs en commun entre NM, MP41 et MP46.
Cependant 159 geénes dont I'expression est dérégulée appartiennent a des
compartiments activés (BAA : 63/159) ou inactivés (ABB : 96/159) dans MP41 et MP46.
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Figure 55: Analyse des compartiments et TAD identifiés dans NM, MP41 et MP46.
Modifié de Gentien et al, 2022.
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b. Modifications épigénétiques associées a la surexpression de PRAME

Pour enrichir la caractérisation de |'organisation de la chromatine et les régulations
d'expression de génes entre les mélanocytes normaux et les modeles d'UM MP41 et
MP46, une analyse de marques répressives de la transcription comme H2AUb et
H3K27me3, ainsi que la marque activatrice H3K4me3 ont été menées. Ces analyses
supplémentaires ont été réalisées dans un premier temps a l'aide de mélanocytes
normaux et deux réplicats de MP41 et de MP46 a partir de cellules fixées selon le
protocole d'in situ Hi-C (S. S. P. Rao et al. 2014). Les immuno-précipitations de
chromatine ont été réalisées par la Dr Stéphanie Le Corre dans I'équipe du Dr Raphaél
Margueron (Schoumacher et al. 2016). Une seconde analyse visant la position de
H3K27Ac, et CTCF a été réalisée a partir de nouvelles préparations de MP41 et MP46,
que j'ai pu réaliser avec l'aide de kits Diagenode, afin d'identifier les enhancers
(H3K27Ac) et les boucles d'extrusion via CTCF (Vos et al. 2021). L'ensemble des données
de ChlIPseq ont été analysées de fagon a identifier la présence de pics grace a
I'utilisation d’ADN non immunoprécipité correspondant aux modeéles testés utilisé
comme « input ».

Afin de décrire la localisation des pics, I'analyse a porté sur la densité des marques
d’'histones au site de démarrage de la transcription (TSS), en amont (-2kb), au niveau
des genes (gene body), au-dela du site de terminaison de la transcription (TES) jusqu’a
+2kb en aval du TES. Lorsque cela a été possible des variations entre les cellules
tumorales et les cellules normales ont été analysées telles que MP41 vs NM et MP46
vs NM.

L'analyse des compartiments a permis d'identifier 371 compartiments activés en
situation tumorale (BAA), lesquels contiennent 63 genes dérégulés (37 surexprimés et
26 sous-exprimés) dans MP41 et MP46 vs NM. Parmi les 37 genes surexprimés, 33
genes contiennent un pic ou plusieurs pics H3K27Ac tels que PRAME, ZNF280A, EZH?2,
HAGLR. PRAME et ZNF280A contiennent un enrichissement en marque H3K4me3 dans
MP41 et MP46 et leur promoteur est déméthylé comme celui de ZNF280B dailleurs.
Parmi ces genes surexprimés présents dans des compartiments actifs dans les modeles
d'UM, 2 genes ont perdu une marque H3K27me3 : PITX2 and COL4A5. Parmis les 26
genes sous exprimés dans ces compartiments activés, aucun est enrichi en marque
H3K27me3 et n'a de promoteur hyperméthylé; 20 génes contiennent des marques
H3K27Ac.

Parmi les génes surexprimés, présents dans des compartiments activés, comme EZH2,
EPHA4 ou PRAME, PRAME est le gene le plus surexprimeé (log2 fold change d’environ
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12). Cette surexpression a d'ailleurs été identifiée par deux approches d'analyses
transcriptomiques, I'une standard basée sur I'analyse différentielle de données RNAseq
utilisant I'outil Easana (Genosplice), et une seconde basée sur l'analyse de k-mer
(réalisée par les Drs Elnaz Saberi Ansari et Joshua Waterfall). PRAME n’est pas exprimé
dans les mélanocytes normaux de la choroide, mais présente une forte expression dans
les modeles MP41 et MP46. PRAME est localisé sur le chromosome 22, pres de deux
genes ZNF280A et ZNF280B (genes Suppressor of Hairy Wing : SUHW1/ZNF280A et
SUHWZ2/ZNF280B) situés en aval de PRAME sur le brin anti-sens comme PRAME. PRAME
est lui-méme situé en aval du gene POM1217LP codant pour un ARN non codant. Dans
ce locus de 170kb, seuls ZNF280A/B et PRAME sont surexprimés (Figure 56 A), et le
promoteur de ces 3 genes est hypométhylés (Figure 56 B), corrélant avec |'activation
transcriptionnelle. Cette activation a d'ailleurs déja été rapportée dans le mélanome de
l'uvée (Field, Durante, et al. 2016; Schenk et al. 2007).

Figure 56: Activation de PRAME au niveau transcriptionnel et hypo-méthylation de son promoteur
dans MP41 et MP46.

Modifié de Gentien et al, 2022.
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méthylation de I'ADN (barres dorées).
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Notre analyse sur le locus de PRAME, montre que le changement de compartiment a
un état actif est associé a la présence de marques activatrices : H3K4me3, H3K27Ac et
I'absence de marques répressives H3K27me3 et H2AUb. MP46 contient d'ailleurs un
pic H3K27Ac supplémentaire dans ZNF280A, qui pourrait expliquer la surexpression de
ZNF280A observée dans MP46 (Figure 57 B), comme observé dans d'autres modeles
(Sungalee et al. 2021).

L'analyse de la topologie sur le locus de PRAME montre des contacts différents entre
les mélanocytes normaux, et MP41 et MP46. Dans les deux modeles d'UM analysés, les
interactions forment un motif d'anti-diagonale, au niveau des contacts de PRAME
traduisant des contacts tres étroits entre PRAME et ZNF280A/B (Figure 57 A), et dont
la boucle d’ADN formerait une structure en épingle a cheveux.
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Figure 57: Modification de la topologie et des marques d'histones au niveau de PRAME et
ZNF280A/B.

Modifié de Gentien et al, 2022.
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UCSC Genome Browser avec les genes RefSeq, la méthylation de I'ADN, log2 RNAseq, H2AUb,
H3K4me3, H3K27me3, H3K27ac et les pics CTCF.

Grace a la base de données Encode contenant des données de ChlIPseq pour
différentes marques épigénétiques (Davis et al. 2018), 128 sites de fixation de facteurs
de transcription ont été identifiés entre ZNF280A/B et PRAME. Parmi les 85 facteurs de
transcriptions identifiés (Figure 58 A), 20 sont significativement surexprimés dans nos
analyses a la fois dans MP41 et MP46 (Figure 58 B). Deux facteurs de liaison a '’ADN
participant a l'organisation de la chromatine, RAD21 et SMC3, impliqués dans le
complexe Cohesin pourraient contribuer a former cette boucle d’ADN ayant cette
structure en épingle a cheveux sur la région de PRAME dans les modeles d'UM. De plus
CHD1 et CHD2, impliqués dans la modification de I'organisation de la chromatine sont

155



également surexprimés. Ces 4 protéines impliquées dans le remodelage de la
chromatine pourraient participer a la surexpression de PRAME.

Ces résultats ont  été publiés  en mars 2022 a BioRxiv :
doi: https:/doi.org/10.1101/2022.03.11.483767. La version ci-apres contient des
modifications mineures, et la mise en forme a été adaptée pour soumission a Cancer
Research. Dans le méme temps, cette version a jour remplacera la premiere version
soumise a BioRxiv.
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Figure 58: Facteurs de transcription identifiés comme facteurs de transcription de PRAME-ZNF280A
via Encode.

Extrait de Gentien et al, 2022.
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Abstract

Uveal Melanoma (UM) is a rare cancer resulting from transformation of melanocytes residing in the uveal
tract. Integrative analysis has identified four molecular and clinical subsets in UM. To improve our molecular
understanding of UM we performed extensive multi-omics characterization comparing two aggressive UM
patient-derived xenograft models with normal choroidal melanocytes, including DNA optical mapping, specific
histone modifications, and DNA topology analysis by Hi-C. Our gene expression and cytogenetic analyses
suggest that genomic instability is a hallmark of UM. We also identified a recurrent deletion in the BAP1
promoter resulting in loss of expression and associated with high risk of metastases in UM patients. Hi-C
revealed chromatin topology changes associated with up-regulation of PRAME, an independent prognostic
biomarker in UM and potential therapeutic target. Our findings illustrate how multi-omics approaches can
improve the understanding of tumorigenesis and reveals two novel mechanisms of gene expression

dysregulation in UM.

Introduction

Uveal Melanoma (UM) is a rare cancer (5-7 cases per million per year) which affects mainly adults and
represents 5% of all melanoma [1]. UM results from the malignant transformation of melanocytes of the uveal
tract of the eye, which comprises the iris, the ciliary body, and choroidal membrane [2]. UM primary tumors
are well controlled by surgery and/or radiotherapy but more than 30% of the patients develop metastases,
mainly in the liver, with a very poor prognosis. Improvement in the understanding of aggressive UM is

essential for identifying efficient new therapeutic approaches.

The vast majority of UM display activating mutations of GNAQ [3] or its paralog GNA77 [4], their upstream
activator CYSLTRZ [5] or downstream effector PLCB4 [6]. These mutually exclusive Ga/q-related mutations
present in 98% of UM are recognized as a primary event of UM oncogenesis [7] and lead to the activation of
Gua/g signaling pathway [8], [9]. Mutations in BAP1, EIF1AX, SF3B1, and SRSF2, [10]-[13] were identified
as a secondary mutational event necessary for malignant transformation. Mutations in BAP1, SF3B1, and
EIF1AX (so called BSE events) are associated with distinct delays in the appearance of metastasis with the

shortest delay associated with BAP1 [14].
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Over the last two decades, a number of recurrent chromosomal abnormalities have been identified in UM,
including monosomy 3 (M3), gains of 6p and 8q, as well as loss of 6q and 8p. These abnormalities are
associated with adverse clinical outcome and are currently used for clinical prognosis [15]-[18]. Monosomy
3 and gain of chromosome 8 correlate with an intermediate risk of metastasis and the highest risk of
metastasis is associated with combined M3 and gain of 8q [16], [18]. Integrative analysis including copy
number variations, DNA methylation, recurrent mutations, and gene expression profiles has identified four

molecular and clinical subsets in UM [18].

To improve our understanding of tumor oncogenesis, we performed extensive multi-omic and FISH
characterization of two aggressive UM PDX with distinct mutational and chromosomal rearrangement
patterns as well as short term culture of normal choroidal melanocytes (NM) for comparison. In addition to
investigating somatic DNA alterations and performing RNA sequencing and DNA topology analysis, we also
performed whole genome DNA methylation sequencing and chromatin immunoprecipitation (ChlP-seq) of
histone marks associated with activating (H3K4me3), repressing (H2A119Ub, H3K27me3) or enhancing
(H3K27Ac) gene expression. These complementary analyses improved the characterization of regulated

genes and pathways in aggressive UM.

Results

Samples studied

We sorted UM cells from two aggressive PDX models, MP41 and MP46 [19]-[21], to obtain both a pure tumor
population and a sufficient number of cells [22]. The MP41 model was generated from enucleation of a UM
occurring in a 50-year-old female patient who had a metastasis 31 months after initial diagnosis and who
died 43 months after diagnosis from multiple metastases (including bones, lung, and subcutaneous lesions).
The MP46 model was established from enucleation of a tumor occurring in a 69-year-old male patient. This
patient developed a liver metastasis 6 months after diagnosis of the primary tumor, and died 7 months from
initial diagnosis (Figure 1A). These two aggressive models harbor canonical activating mutations in GNAQ/11
genes and share 8q and 6p gains. MP46 displays monosomy of chromosome 3 and is deficient in BAP1 by

immunohistochemistry (IHC) (Figure 1B), even though no BAPT mutations were identified by Sanger

3
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sequencing. MP41 is BAP1 proficient by IHC (Figure 1B) and no mutations were identified in either BAP1,

SF3B1 or EIF1AX.

Whole genome sequencing and copy number analysis confirmed MP41 and MP46 as high risk UM.

First, MP41 and MP46 were subjected to whole genome sequencing (WGS) to perform single nucleotide
variant (SNV) and copy number analyses. To facilitate the identification of somatic alterations, WGS was also

conducted on matched healthy tissue adjacent to original primary tumors.

Somatic point mutation analysis revealed less than one somatic mutation per Mb (0.42 and 0.37 SNV/Mb in
MP41 and MP46 respectively) as cbserved previously in UM [18]. Based on Cancer Genome Interpreter [23]
and VarSome [24] classification, a unique known driver mutation associated to a pathogenic role was
retrieved in both MP41 (GNA11 c.626A>T, allele frequency (AF):43%) and MP46 (GNAQ c.626A>T, AF:
43%). Supplementary Tables 1 and 2 list all the SNVs labelled as passenger mutations, having a moderate
to high impact on amino acid sequence, or affecting ncRNAs for MP41 and MP46, respectively. Additional
mutations identified in MP41 included a premature stop codon in KMT2C (KMT2C:[p.Tyr987*]), a known
driver mutation and 13 passenger mutations (based on oncodrive MUT algorithm). In MP46, we identified 21

passenger mutations in 19 genes of which 8 were predicted to be pathogenic.

The comprehensive TCGA UM study distinguished four copy number subtypes that had diverse aneuploid
events and divided D3-UM and M3-UM into two subgroups, based on somatic copy number alterations [18].
Somatic copy number alterations as losses (L) and gains (G) identified from WGS of MP41 and MP46 models
include notably for MP41: M3, G6p, L6q, L8p, G8q, and for MP46: Isodisomy 3, G6p, L8p, G8q as published
[21] (Supplementary Table 3). Based on the TCGA copy number subtypes of uveal melanomas, MP41 and
MP46 were classified in group 2 and group 4 respectively [18]. The classification of MP46 is consistent with
the inclusion of BAP1-deficient tumors in group 4. Although TCGA group 2 is enriched in SF3B71-mutated

UM, no SF3B1 or SRSF2 mutation and no SF3B1 splicing patterns were observed in MP41 [13].

161



Overall, WGS analysis of MP41 and MP46 models confirmed the presence of a unique oncogenic driver
mutation in the Gaq pathway, the presence of M3 and G8q, and an association of TCGA copy number group

2 for MP41 and group 4 for MP46.

Gene expression analysis reveals upregulation of well-known genes and highlights DNA repair

pathways.

We performed a gene expression analysis to compare the transcriptome of UM models to normal choroidal
melanocytes. The RNAseq dataset was composed of five normal melanocytes cell lines (NM) including a
technical replicate, four MP41 biological replicates and three MP46 biological replicates. Using unsupervised
principal components analysis (PCA) and hierarchical clustering of all differentially expressed genes
compared to NM controls (log2 fold change (FC)>1.5, p-value = 5%) we found a high reproducibility of the

replicates and clear separation between UM models and NM (Figure 2A-B).

To identify consistently differentially expressed genes (DEG) in aggressive UM, we compared each PDX to
the NM and then compared the resulting gene lists (Figure 2C, Supplementary Table 4). For MP41, a total of
8,212 DEG were identified (4,149 up and 4,063 down). Among the 9,368 genes identified in MP46, 4,337
were over-expressed and 5,031 were under-expressed. The overlapping 3,066 downregulated genes and
2,334 upregulated genes between MP41 and MP46 (Figure 2D, Supplementary Figure 1) were subjected to

further analysis.

Cancer testis antigens were significantly enriched among the consistently over-expressed genes in MP41
and MP486, with PRAME [25] as the highest cancer testis antigen expressed in both MP41 and MP46 (log2
FC: ~12). PLCB4 and RASGRP3, two key genes in UM oncogenesis were among the top 50-upregulated
genes. A small percentage of UM patients display activating mutations in the PKC regulator PLCB4 which
are mutually exclusive with GNAQ/GNA11/CYSLTR2 mutations [6]. The overexpression of PLCB4 suggests

a potential contribution to the activation of Gaqg pathway in the absence of PLCB4 activating mutations.
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RASGRP3 has been shown to mediate MAPK pathway activation in UM [8], [9]. We identified an additional

GPCR downstream pathway gene, RAPGEF4, as significantly upregulated in both models.

Ranking the consistent DEGs by fold change indicated that the top 50 most upregulated genes in MP41 and
MP46 were quite similar (Table 1A-B). Several non-coding RNAs including HAGLR and TRPM2-AS, which
have been previously reported to participate in oncogenesis [26]-[30], were found over-expressed. This
suggests that other consistently over-expressed genes may also play functional roles in UM. The overlap
between differentially downregulated genes in MP41 and MP46 was less pronounced (Table 1C and D). Only
eight of the top 50 most downregulated genes were shared between models. Consistent with the IHC result,

BAP1 was the most downregulated gene in MP46.

We identified 101 cytobands that contained DEG (Supplementary Figure 1) most frequently located on 8q
(18%). Up-regulated genes were significantly associated with copy number increases on chromosomes 8q,
19, 21q in MP41 and MP46. We also found upregulated genes on cytobands from 5q and 4q, which have
normal copy numbers (CN) in MP41 and MP46, and on cytobands from 2p/2q and 7q that were gained only
in MP46. Down-regulated genes were associated with loss of 1p, 3p, 8p and 16q in MP41 and MP46. Yet,
we also found significantly downregulated genes on 9q, 10q, 19p/q, lost only in MP41, and on 12q and 17q

that were lost only in MP41 and MP46 respectively.

We next used Reactome [31] analysis to identify enriched pathways in the DEG. The top 50 dysregulated
pathways are shown in Figure 2E. These pathways include proliferation-related pathways (cell cycle, mitosis,
checkpoints) as well as chromatin maintenance and DNA repair pathways (DNA double strand break repair,
Fanconi anemia) (p <1.5x10*, Supplementary Figures 2). DNA damage and repair (DDR) pathways were
found to be enriched, and within DDR pathways, the Homologous Recombination (HR, Supplementary Figure
2B) pathway was the most significantly enriched (p: 5.99x10) based on the enrichment of DNA damage
sensors and repair enzymes genes. Additionally thirteen genes from within the Fanconi Anemia pathway (FA,

Supplementary Figure 2C) were consistently enriched after comparing UM to NM (min p-value: 2.94x104).
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In summary, these analyses revealed a list of DEG from two UM models compared to NMs with notably the
over-expression of two GNA11/GNAQ pathway downstream genes: RAPGEF4 and PLCB4. Interestingly,
DNA damage repair pathways were significantly enriched and PRAME, a marker of aggressiveness in UM,

was among the most upregulated genes in both MP41 and MP46.

Optical mapping and FISH analyses reveal major chromosomal aberrations.

To further investigate genomic aberrations related to UM, we performed optical mapping with the Bionano
platform [32], [33] as well as telomere and centromere staining followed by M-FISH (TC+M-FISH [34]) on
MP41 and MP46. The optical mapping achieved 500bp resolution and a minimum coverage of 97X per
sample, which revealed long-range DNA alterations including translocations, insertions, duplications, and
small deletions in both models (Figure 3A, B and C). In MP41, optical mapping revealed both intra- and inter-
chromosomal translocations (£(19;19) t(1;12) and t(6;8)). In MP46, intra-chromosomal translocations for
chr19 and the inter-chromosomal translocation t(1;22) were identified. Structural variants (SVs) including
deletions, insertions, and duplications were also identified and summarized in Figure 3C.

TC+M-FISH revealed a hyper-triploid genome for MP41 (Figure 3D) with dicentric chromosomes (dic(14;16),
i(8q), dic(1;11;8)). We also identified four telomeric-related losses dic(1;11;6;8), dic(1;11), dic(6;8;14) and
dic(6;8;17), and one interstitial telomeric sequence dic(6;8;17) (Supplementary Figure 3). Chromosomal end-
to-end fusions are often associated with dicentric chromosomes and aberrant chromosomal structures. MP46
also displays a complex karyotype (Figure 3E): a hyper-diploid genome with multiple dicentric chromosomes:
dic(1;17), dic(6;10), dic(8;21) and dic(13;22), dic(16;20); dic(20;22). Two translocations were also identified
in MP46: t(1;22) and der(13)t(11;15). In addition to chromoesome structural alterations, we repeatedly found
ring chromosomes derived from chromosomes 1, 8, and 11 in MP41 and from chromosomes 9 and 21 in

MP46 (Supplementary Figure 3E).

We next analyzed the RNAseq data for potential fusions using multiple algorithms and confirmed with RT-
PCR and Sanger sequencing. In most cases, SVs were directly associated with the presence of fusion RNAs.

For example, an insertion-duplication on 12924 in both MP41 and in MP46, led to the fusion of MAPKAPKS5-
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ACAD10 in MP41 and KDM2B-RHOF in MP46. Both events occurred within the replication fragile site
FRA12E [35] which has also been associated with germline structural polymorphisms [36]. In MP46, a t(1;22)

translocation between CABIN1 and MPRS21 led to the fusion RNA CABIN1-MPRS21.

Interestingly, a complex translocation t(6;8) in MP41 resulted in two fusion RNAs: GPAT4-NCOA7 and
POMK-RSPO3. From FISH, we determined that the fusion was located on derivative chromosomes 6:
der(6)t(6;8); dic(der(6)t(6;8);14); dic(der(6)t(6;8);16); dic(der(6)t(6;8);17), and derivative chromosomes 8:
der(8)t(6;8), ider(8)(q10)t(6;8)x2, dic(1;11;8;6)x2, and on a ring chromosome r(dic1;11;8;6). In MP41, we
specifically probed NCOA7 and RSPO3 (both on chromosome 6), as well as GPAT4, and POMK (both on
chromosome 8) (Supplementary Figure 4A). We found that, contrary to dicentric chromosome 6, which was
labelled with all four probes, normal chromosomes 6 only stained with NCOA7 and RSPO3 probes
(Supplementary Figure 4B, C and D). On chromosome 8 we could stain the native genes GPAT4 and POMK
as well as chromosome 6 derived NCOAY (but not RSPO3) (Supplementary Figure 4E). Isochromosome 8
was only labelled with GPAT4 and NCOA?7, as dic(1;11;8;6) (Supplementary Figure 4E and F). A potential

model for the generation of these complex patterns is in Supplementary Figure 4G.

We next investigated structural genomic aberrations in additional models of aggressive UM (Mel202, MME6,
OMM1, and OMMZ2.3) through optical mapping and FISH analyses (Supplementary Figure 5A). Major SVs
were detected in all tested UM models (Supplementary Figure 5B). Telomere aberrations were present in all
tested UM cell lines (MP41, MP46, Mel202, MM66, OMM1 and OMMZ2.3 [37], [38]) and absent in normal
controls (Supplementary Figure 5C). Translocations and dicentric chromosomes were detected in the cellular
models (Mel202, MM66; OMM1; OMM2.3, Supplementary Figure 5D-G). Derivative chromosomes were also

associated with complex SVs identified with optical mapping.

To summarize, high resolution DNA optical mapping combined with TC+M-FISH shows that high levels of

genomic instability are a recurrent pattern in diverse aggressive UM models.

DNA methylation analysis reveals differences in CpG island (CGIl) patterns and identifies BAP1

promoter deletion.
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To characterize DNA methylation patterns, OxBS sequencing (Cambridge Epigenetix) was performed on
hoth UM and NM. Oxidative bisulfite sequencing [39] was found to be more robust in our samples, particularly

for the normal melanocytes, most probably due to the abundance of melanin.

First, a random forest analysis placed MP41 and MP46 in the TCGA methylation group 2 (corresponding to
BAP1 proficient) and group 4 (BAP1 deficient) respectively. We next categorized methylation levels with
respect to the following genomic localizations: CGI promoters, non-CGl promoters, exons, introns, intergenic
regions and repeat elements (identified by RepeatMasker annotations [40]). As illustrated in Figure 4A,
whereas CGl-promoters are generally equally demethylated in UM samples and NM, tumor samples are
globally less methylated in non-CGIl promoters as compared to normal samples across all genomic

localization categories [41], [42].

Next, we identified differentially methylated regions (DMR) in each PDX compared to NM (Figure 4B). Most
DMRs are hypomethylated (H-) in agreement with global methylation patterns (Figure 4A). We focused our
analysis on DMRs which are consistent in MP41 and MP46. As expected most shared DMR are H- (28,735
129,427 - 98%). Notably, half of MP41 DMRs are shared with MP46, but MP46 shares less than a third of its
DMR with MP41 (H-: 21%, H+ :28%). Interestingly, while H- genomic localizations are strongly enriched at
repeat elements in each model independently, the shared H- are strongly depleted at repeat elements in
each model independently, the shared H- are strongly depleted for this elements (Figure 4B). Genomic
localizations of H+ DMRs are differently distributed in MP41 and MP46 with the largest differences occurring
in repetitive elements and CpG islands. The localization of the 692-shared H+ is primarily in repeat elements

and a subset is located in both CGI- and non-CGlI promoters (Figure 4B).

As mentioned before, MP46 clusters with the DNA methylation group 4 of TCGA [18], which includes BAP1-
deficient and monosomy 3 UM tumors. We analyzed the status of BAP7 promoter methylation, because we
did not find BAP1 mutations in MP46 [21] despite the absence of BAP1 protein. Although MP41 displays a
hypo-methylated promoter similar to NM, consistent with expression levels (Supplementary Figure 6 A),
MP46 shows a specific hyper-methylation pattern in the promoter (CpG129, UCSC genome browser (hg19;
chr3:52,443,678-52,445,104) that co-localized with the boundary of a 809bp deletion identified in the whole
genome OxBS data (Figure. 4C). The BAP1 promoter is a bidirectional promoter shared between BAP1 and
PHF7. In MP46, the BAP1 promoter was deleted, and deletion boundaries were hyper-methylated.

9

166



Furthermore, both BAP1 and PHF7 were not expressed in MP46 (Supplementary Figure 6A and B). This

large deletion was also confirmed in our DNA labeling, optical mapping and WGS data.

BAP1 promoter deletion has not been described in the 1346 ClinVar records or in the Cosmic database. To
investigate if promoter deletion explains other cases of BAP1 deficiency, a targeted NGS approach based on
tiling amplicon-sequencing covering BAP1 was performed on 53 tumor samples (Supplementary Figure 6C).
We identified two additional cases with a similar deletion in the BAP1 promoter (Supplementary Figure 6D),
for which immunohistochemistry confirmed the absence of BAP1 expression (Supplementary Figure 6E). A
recent UM case has also been identified internally harboring a deletion of BAP1/PHF7 promoter, wider than
that observed in MP46 (2.2kb). In the tumor, BAP1 could not be detected by IHC and the promoter deletion
was confirmed by long range PCR (Supplementary Figure 7). This recent UM case was analyzed as part of
the French initiative France Medecine Genomique 2025 and made possible by the SeqOIA platform

(https://pfmg2025.aviesan.fr/en/).

Next, we analyzed the methylation status of the consistent DEG in MP41 and MP46. Most of the DEG did
not a have a significant methylation switch, since only 5% of DEG displaying hypo or hyper-methylation of
their promoters. However, several of the most differentially expressed genes, such as RASGRP3 and

PRAME discussed above, were part of this minority.

DNA topology analysis reveals stable compartments and TADs containing most differentially

expressed genes.

The spatial organization of melanocyte genomes and in particular physical interactions may contribute to the
regulation of gene expression during transformation. We performed chromosome conformation capture (Hi-
C) to elucidate if gene expression changes are associated with chromatin organization and DNA folding in
MP41 and MP46 (Figure SA). To account for background from copy humber alterations (Supplementary figure
8), we first compared multiple computational approaches for normalization. We found that CAIC was less
sensitive to copy number variations than ICE and LOIC (Supplementary Figure 9 and 10) similar to previously
analyzed breast cancer cell lines [43]. Genome folding presents itself at multiple length scales: chromosome
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territories contain physically separated euchromatic and heterochromatic regions known as A and B
compartments [44] and topologically associated domains (TADs) that result from loop extrusion [45]-[48].
First, we performed a compartment analysis at 250 Kb resolution [44], in NM, MP41 and MP46 (and refer to
each window with a three letter code for its compartment status in NM, MP41 and MP46 respectively). Most
compartments (~72%) shared the same status between our 3 models: A compartments (labelled as "AAA”,
34.04%) and B compartments (BBB: 37.72%) (Figure 5B). Of note, the CAIC normalization allowed equal
detection of A/B compartments irrespective of copy number status (Supplementary Figure 10C). The other
compartment patterns are roughly frequent, accounting for 3.5-6% of windows (Figure 5B). A karyotype view
was used to illustrate the position of compartment assignment changes in NM and UM models (Figure 5C).
We further analyzed whether changes in compartment status overlapped with gene content and gene
expression (Figure 5D). Most of the DEG were located in the constitutive A compartments (AAA), this
enrichment was not significant when corrected for the total number of genes and the number of genes per
compartment. The ABB and BAA compartments contained 159 DEGs (same regulation, 96 in ABB and 63 in
BAA), but this was not statistically significant (Supplementary Table 5). Second, TADs were analyzed in both
UM models using insulation score analysis in 40kb bins [49]. No significant differences in the number or size

of TADs were observed between UM and NM (Figure 5E, 5F).

In summary, no differences in TAD structures were found and most differentially expressed genes (83%)
were found in compartments that did not change status from NM to UM (Figure 4C). However, 159 DEG
(~3%) were associated with changes in compartment status: 63 DEG belong to active compartments in MP41
and MP46, and 96 DEG belong to inactive compartments, indicating that differences in topology could underly

differences in gene expression.

Chromatin topology and histone marks changes are associated with up-regulation of PRAME.

To further enrich our understanding of chromatin organization and gene expression regulation in NM, MP41

and MP46, chromatin immunoprecipitation (ChlP) and sequencing analysis were carried against the active
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epigenetic mark H3K4me3, and repressive marks H2AUb and H3K27me3. Additionally, in MP41 and MP46,

we used H3K27Ac to find active enhancers and CTCF to sudy cohesin-mediated loop extrusion [50].

As depicted in Figure 5D, 371 active compartments were identified specifically in tumor setting (BAA)
containing 63 consistently DEG (37 higher and 26 lower) in MP41 and MP46 versus NM. Among the 37-
upregulated genes in activated compartments, PRAME and ZNF280A were found enriched in H3K4me3.
Also, 33 genes (including PRAME, ZNF280A/B, EZH?2) display H3K27Ac peaks, 2 genes lost H3K27me3
marks (PITX2 and COL4A5) and 4 were demethylated in their promoter. Among the 26 downregulated genes,
none were enriched in H3K27me3 marks in both UM models, only one gene (ZC4H?2) lost H3K4me3, 20

genes contain H3K27Ac marks, and no gene displays a hyper methylated promoter.

Upregulated genes associated with activated compartments include EZH2, EPHA4, and PRAME. Among the
major regulated genes, PRAME is associated with a particularly high fold change (log2 Fold Change ~12.1
in MP41 and 11.9 in MP46 vs NM). PRAME upregulation was identified through a standard differential gene
expression analysis RNAseq (Easana, Figure 6A). Although an absence of PRAME expression is observed

in our NM, a huge number of PRAME counts are present in MP41 and MP46.

The PRAME gene is situated on 22q11.22 (hg19 chr22:22,890,123-22,900,022) between tandem Zinc finger
proteins ZNF280A and ZNF280B previously identified as Suppressor of Hairy Wing (SUHW1/ZNF280A and
SUHWZ2/ZNF280B) downstream of PRAME and a gene encoding a putative membrane glycoprotein
(POM121L1) upstream of PRAME as illustrated on Figure 6D. In this locus, only ZNF280A, ZNF280B and
PRAME are upregulated in a compartment being activated in our UM models compared to NM (Figure 6A).
We also observed hyper methylation of the PRAME promoter in normal melanocytes and an hypo-
methylation in MP41 and MP46 tumor models (Figure 6B), which correlates with the activation of PRAME
expression in UM (Figure 6A and 6D) [51]. The PRAME promoter methylation status has previously been

described in UM as a marker of aggressiveness [52].

Our analysis of histone marks at the PRAME locus in MP41 and MP486, revealed the presence of active
transcription histone marks (H3K4me3, H3K27Ac), and the absence of repressed transcription histone marks

such as H3K27me3. In MP46 an additional H3K27Ac peak is observed in ZNF280A, which potentially also
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contributes to ZNF280A expression. In NM, H3K4me3 and H3K27me3 peaks were not observed on the

PRAME promoter (Figure 6D).

Chromatin conformation analysis at the PRAME locus revealed a different pattern in NM compared to UM
MP41 and MP46 models. In both tumor models, the DNA topology analysis reveals tight contacts forming an
anti- diagonal pattern on the contact map at the PRAME locus (Figure 6C). Such tight contacts could be

caused by a hairpin structure of a single DNA loop.

Analyzing the ENCODE resource of transcription factor ChlP-seq experiments [53], [54], 128 transcription
factor recognition sites were identified between ZNF280A/B and PRAME corresponding to 85 different DNA
binding factors involved in chromatin and transcription regulation. Among these, 20 are also significantly
upregulated in our gene expression analysis (Supplementary Figure 12). Expressed and upregulated PRAME
DNA binding factors include cohesin components RAD21 and SMC3, which may contribute to this hairpin
like topology. Chromatin organization modifiers such as DNA binding helicases CHD1 and CHD2, were also
found upregulated in our analysis. All of these proteins are associated with chromatin remodeling and may

contribute to PRAME overexpression in our UM models.

Overall, we have identified a novel pattern of chromatin conformation associated with striking overexpression

of PRAME in UM.

Discussion

We report an extensive multi-omics approach comparing two aggressive UM models with short-term cultured
normal choroidal melanocytes. The multi-omics analysis includes whole genome somatic mutations,
transcriptome, copy number, methylome, DNA optical mapping, FISH, histone modifications, and DNA
topology analysis by Hi-C. The MP41 tumor does not display any identifiable BSE event, expresses BAP1
and is classified in the TCGA copy number group enriched in SF3B1-mut UM. The second tumor sample,
MP46, belongs to the TCGA high-risk group and does not express BAP1 despite the absence of mutations

in the BAP1 coding sequence.
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Although disomy 3 UM patients display a favorable outcome some of them develop metastases. This is the
case of the patient from whom MP41 was derived. Interestingly in the TCGA cohort a third of disomy 3 UM
samples (13 out of 38) do not display a BSE event whereas the absence of BSE event is rare in the
monosomy samples (3 out of 42). Given the absence of a BSE mutational event in MP41 we carefully
analyzed the whole genome sequencing data for mutations potentially explaining tumor progression in MP41.
In addition to GNA 171 mutation, a nonsense truncating mutation in KMT2C was predicted as an oncogenic
driver. This gene is altered in about 5% of cancers but KMT2C mutations have not been described in UM
[55]. The RNA level of KMT2C in MP41 is not significantly different of that displayed by NM and we observed
a very high expression of this gene in MP46 (data not shown). Further functional studies restoring the wild-
type allele of KMT2C in cell lines derived from MP41 need to be performed to explore the potential
contribution of the nonsense KMT2C mutation in UM. MP41 may thus serve as an informative model of

aggressive UM outside the classical BSE context.

Our gene expression profiling compared to normal uveal melanocytes revealed several interesting patterns
of gene expression changes. The list of differentially expressed genes can help to identify new players in UM
oncogenesis and potential new therapeutic targets. Interestingly, PLCB4 and RASGRP3 were among the top
50 upregulated genes in both tumor models. Whereas activating mutations of PLCB4 have been described
in UM, our data suggests that high expression can also contribute to over-activation of the PKC pathway.
The increase in expression of RASGRP3 in UM samples is also of particular interest given that this protein
has been shown to mediate MAPK pathway activation in UM [8], [9]. In the current study we have identified
an additional GPCR downstream pathway gene, the Rap guanine nucleotide exchange factor RAPGEF4
which is significantly upregulated in both UM PDX as compared to NM. Further functional studies must he

conducted to evaluate the potential role of this protein in UM.

UM is classically considered to display a relatively simple pattern of karyotypic alterations in comparison with
other solid tumors. Interestingly DNA repair is among the most deregulated pathways in our dataset. The
TCGA consortium described an activation of DNA damage repair in transcription-based cluster 4, which is

enriched for patients with the poorest prognosis. Consistent with activation of these pathways at the gene
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expression level, our structural DNA analysis combining optical mapping and FISH revealed multiple
chromosome aberrations including intra and inter chromosomal translocations, insertion-duplications,
telomeres shortening and telomere aberrations. Importantly, we observed chromosomal aberrations by
optical mapping and FISH approaches in six other UM cell lines strongly suggesting that genomic /

chromosomal instability is a hallmark of aggressive UM.

Bi-allelic inactivation of BAP1 is associated with an increased risk of metastasis in patients with uveal
melanoma. In this work, we describe a novel genomic source of BAP1 deficiency consisting of a deletion on
the BAP1 promoter and boundary hyper methylation. A targeted NGS approach identified two other cases of
UM displaying deletion in the same genomic area resulting in the lack of BAP7 expression indicating
recurrence of this mechanism. Given the correlation of BAP1 deficiency with the risk of developing
metastases, our results indicate that in UM patients it will be informative to look at the BAP1 promoter when
mutations or indels in the coding sequence are not detected. This has been recently implemented in Institut
Curie where NGS is performed on UMs as part of the National initiative “France Medecine Genomique 2025".
Within this initiative, we have recently detected an additional UM case displaying the deletion of the BAP1

promoter.

DNA topology was investigated by using an in situ Hi-C approach. Most changes in gene expression between
NM and our two UM models were not accompanied with changes in compartment status. An important
exception to this general pattern could be observed at the PRAME locus, where striking over-expression is
accompanied by compartment switching and a qualitative change in the intra-TAD contact pattern with an
anti-diagonal pattern of associations suggesting a potential hairpin-like structure associated with gene
activation. This finding highlights the relevance of using a multi-omics approach that combines chromatin
confirmation alterations and RNA expression. Further investigation of repositioned compartments identified
in our comparison could help address questions of compartment specificity recently identified in other tumor

types [96].
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In summary, our study illustrates how multi-omics integrative approaches conducted in a limited number of
samples can improve the understanding of tumorigenesis and reveals two novel mechanisms of gene

expression dysregulation in UM with potential clinical implications.

Methods

Isolation of UM cells from PDX.

As described before [19], [20], [22], MP41 and MP46 xenograft tumors were harvested before they reached
a volume of 1 cm3 following ethical rules, and processed immediately for dissociation, immunolabelling and
sorting based on Petit et al protocol[57]. To avoid isolation of heterogeneous UM cell populations in batches
of experiments, immunostaining was conducted with the anti Muc18 containing a rabbit Fc: clone 8H2rFc,
also with anti CEACAM1 (8G5hFc) and anti NG2 (14A7hFc) as characterized previously [22]. Secondary
antibodies were anti rabbit FC-AF647nm to reveal Muc18 labelling, and anti-human Fc to reveal at the same
time CEACAM1 and NG2 labelling. Cell sortings were conducted with the help of cytometry platforms of
Institut Curie on single live cells. In total, 15-20 mice were grafted per model, generating 225x10° cells for
MP41 and 133x10° cells for MP46. Twelves batches of dissociation and cell sorting were carried out for MP41
and 10 batches for MP46 generating in total 225x10% and 133x10° cells respectively for MP41 and MP46.
After each cell sorting, a fraction of cells was kept for DNA and RNA extraction, and most cells were fixed

according Rao et al protocol.

Normal uveal melanocytes from two healthy donors and 3 preparations obtained after enucleations were
dissociated and maintained in culture from choroidal membranes from Pr Simon Saule’s lab and Dr Geraldine
Liot. After enzymatic (with collagenase) and mechanical dissociation, primary cells were cultured in HAM/F12
supplemented with 10% FBS, Penicillin 100 U/mL, Streptomycin 100 U/mL, 2mM L-glutamine, 2.5ug/mL
Amphotericin B. Extemporaneously completed media was supplemented with 0.1mM IBMX, 10ng/pL of
Cholera toxin (10 ng/ml final), and 10mg/mL BFGF and filter with a 0.22um filter. Cell were maintained in a

humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C , and culture medium was exchanged twice a week.
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Quality control of isolated cells.

To monitor each fraction of MP41/MP46 isolated cells, DNA and RNA were extracted as described before,
and tested for chromosomal copy number alterations and gene expression using Affymetrix microarrays
respect to previous analysis done on primary tumor or pdx samples [22].

Based on this analysis, pools of MP41 cells and MP46 cells were used for whole genome sequencing,
RNAseq, DNA methylation, in situ Hi-C, ChIPSeq experiments, and to allow replicates of in situ Hi-C and

ChIPSeq analyses.

Whole genome analysis.

Genomic DNA was extracted using QlAamp DNA Mini kit, and quality controls were achieved using a
Nanodrop ND1000 to evaluate DNA purity and Qubit™ dsDNA BR/HS Assays to evaluate double strand
DNA concentration. 250ng of gDNA from MP41 and MP46 sorted cells were characterized using
Affymetrix/Thermo Cytoscan HD microarrays to monitor copy number and LOH. Next, two micrograms of
MP41 and MP46 DNAs were used to prepare paired-end 100bp lllumina libraries for whole genome
sequencing. Genomic DNA from healthy surrounding tissue was sequenced according to approval by ethic
committee of Institut Curie to filtered germline mutations.

Whole genome sequencing was conducted on genomic DNA extracted from PDX derived UM cells and from
normal tissue preserved from enucleation. lllumina short read sequencing was achieved in two-separated
runs due to availability of DNAs. The alignment of the sequenced reads to hg19 was performed with Burrows-
Wheeler Aligner (BWA-MEM v0.7.10). MuTect2 from the Genome Analysis Toolkit (GATK v3.5) was used in
"Tumor with matched normal" mode to call somatic variants. Somatic point mutation analysis of whole
genome sequencing revealed 1348 and 1186 single nucleotide variants in MP41 and MP46 respectively
representing less than one somatic mutation per Mb (0.42 and 0.37 SNV/Mb) as observed in UM [18].
Detected variants with a frequency in the normal sample greater than 20% were filtered out. Variants in UM
models were selected according coverage (>10), read counts (>20) and allele frequency (>20%) in UM
models. Cancer Genome Interpreter (CGl, [23]) and VarSome tools (containing 10 pathogenic predictions,

[24]) were combined to characterize variants.

17

174



Whole genome DNA methylation analysis was carried out with a Cambridge Epigenetics kit (TrueMethyl

kit) that corresponds to an oxidative bisulfite reaction, to identify and analyze only 5-methylcytosine (5-mC).
Briefly 400ng of genomic DNA were used to first perform an oxidation reaction, that converts 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC) to 5- formylcytosine(5fC), thus after a bisulfite conversion, unmodified C and
5FC will be converted into uracils and sequenced as thymines contrary to 5mC that remains sequence as a
cytosine. Libraries were sequenced on an lllumina Hiseq as paired end 100bp. Paired-end reads were
trimmed with fastx toolkit v0.0.13 with these parameters : -f 8 -Q 33. Adapters were removed using Cutadapt
v1.8-2. Cleaned reads were aligned with bismark v0.12.5 with default parameters onto the Human reference
Genome Hg19. Only reads mapping uniquely on the genome were conserved. Methylation calls were
extracted after duplicate removal. Only CG dinucleotides covered by a minimum of 5 reads were conserved
for the rest of the analysis. Differentially methylated regions (DMR) were assigned when a methylation
difference of 30% occurs at least on 10 CpGs in a minimum of 500bp windows; windows are merged if distant
between two DMRs is less than 500bp. DMR calling was performed using the Bioconductor package DSS

[58].

Chromatin structure analysis.

We performed in situ Hi-C in duplicate for 3 normal melanocytes (NM) and 2 UM models (MP41 and MP46)
as described by Rao et al [59] Briefly, after cell sorting of MP41 and MP46, 3x10% NM and UM cells were
fixed in 1% formaldehyde and stored at -80°C until further processing. Fixed cells were permeabilized, and
an overnight digestion with Mbol was conducted. DNA overhangs were filled in in the presence of biotin-14-
dATP before proximal ends were ligated with T4 DNA ligase for 4 hours. After crosslink reversal with
Proteinase K, DNA was purified using phenol/chloroform, quantified and sheared to a size of 400-500bp.
Next, biotinylated DNA was pulled down with Dynabeads MyOne streptavidin T1 beads (Thermo Fisher) and
DNA was repaired for 30 minutes with a mixture of T4 DNA ligase (NEB), T4 DNA polymerase | (NEB), large
fragment of DNA polymerase | (NEB), and T4 Polynucleotide Kinase (NEB). Beads were washed and
separated on a magnet before dA-tailing with Klenow exo minus (NEB). A final wash was performed before

lllumina adaptor ligation. PCR amplification with lllumina primers was performed for 12 cycles and product
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was collected with AMpure. An equimolar pool of libraries was sequenced on an llumina HiSeq - rapid Run,
generating 250-436x10° read pairs. Hi-C data were processed using HiC-Pro [60] before comparing 3

different normalization algorithms (CAIC, LOIC and ICE methods, [43]).

DNA Optical mapping and cytogenetics analysis.

SVs analysis was conducted with Bionano DNA optical mapping from 1.5x10% MP41 and MP46 cell pellets.
A direct labelling on CTTAAG motif (DLE1) was conducted according to Bionano recommendations. Labelled
DNA were analyzed on a Saphyr system. A De novo assembly was carried out using the Bionano serve 1.6.
Molecule N50 was 407.8kbp for MP41, label density was 16.3 per 100kbp and effective coverage of the
assembly was 71.9X. For MP46, molecule N50 was 325.6kbp, label density was 16.9/100kbp and effective
coverage of assembly was 84.5X.

Telomere and centromere staining followed by M-FISH technique were applied on cytogenetics slides after
colcemid (0.1ug/mL) treatment of MP41 and MP46 cells as described previously [34], [61] to identify
numerical and structural chromosomal alterations as well as telomere instability. Briefly, UM cells were
cultured in T75 in DMEM with 10-20% SVF depending on models (10% SVF: MP41, Mel202, OMM!1,
OMM2.3; 20%: MP46). Forty-eight hours after passage, medium was supplemented with colcemid (0.1
pg/mL) for a 3h incubation to arrest dividing cells in metaphase. Cells were harvested, washed, suspended
in 10mL DMEM with 0.075 M potassium chloride (Merck, Kenilworth, NJ, USA) and incubated for 20 min in
a 37°C water bath (hypotonic shock) and fixed as previously described [34]. Next a telomeres and
centromeres followed by M-FISH technique (Metasystems probes, Germany) were performed as previously
described [62]. The quantification of telomere FISH signal intensity in interphase cells was performed using
Metacyte software (MetaSystems, version 3.9.1, Altlussheim, Germany) and TeloScore Software (Cell
Environment, Evry, France).

The mean fluorescence intensity (FI) of telomeres was automatically quantified in 10,000 nuclei on each
slide. The settings for exposure and gain remained constant between captures. The experiments were

performed in triplicate.
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Analysis of metaphase spreads allowed detection of telomere abnormalities and chromosomal aberrations
using ChromoScore Software (Cell Environment, Evry France) and Isis software (MetaSystems, Altlussheim,
Germany). The images of metaphases were captured using automated acquisition module Autocapt software
(MetaSystems, version 3.9.1) and a ZEISS Plan-Apochromat 63x/1.40 oil (Zeiss, Oberkochen, Germany)
and CoolCube 1 Digital High Resolution CCD Camera (MetaSystems, Altlussheim, Germany) with constant
settings for exposure and gain.

For each UM model, telomere and chromosomal aberrations were analyzed automatically on 100
metaphases. The scored telomere abnormalities were (i) sister telomere loss, likely occurring in G2, and
defined as a telomere signal-free end at a single chromatid, (ii) telomere deletion defined as the loss of two
telomere signals on the same chromosome arm (likely resulting from the loss of one telomere in G1/S), an
aberration considered to represent double strand breaks, leading to activation of DNA damage response.
The scored chromosomal aberrations were dicentric chromosomes, centric rings, translocations, insertions

and deletions.

Whole transcriptome analysis.

Total RNA was extracted using miRNeasy kits following supplier recommendations, including a DNAse step.
Quality controls were achieved using a Nanodrop ND1000 to evaluate RNA purity and concentration, and on
automated electrophoresis to monitor RNA integrity (Bioanalyzer RNA 6000 Nano/Pico kits). PolyA RNASeq
was conducted on total RNA (RIN>7), treated with DNAse. An absolute fold change higher than 1.5 and a p-
value below to 0.05 were selected as parameters for detecting differentially expressed genes. Splicing
analysis was conducted with 5 different pipelines: deFuse, SOAPfuse, JAFFA, FusionCatcher, TopHat-
Fusion. Fusion RNAs were identified present in at least 2 algorithms, and found in at least 2 replicates per

model.

Histone Modifications.

ChIPSeq against H2AUb, H3K4me and H3K27me3 were conducted in simplicate in NM, MP41 and MP46 as

published in [52]. ChlpSeq against H3K27Ac and CTCF, were conducted in duplicated in MP41 and MP46
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to implement multiomics analysis. 5 million cells were fixed according the protocol used for in situ Hi-C
experiments for H2AUb, H3K4me3, and H3K27me3, and for H3K27ac and CTCF. The chromatin was
prepared using the iDeal ChlIP seq kit from Diagenode for Transcription Factor protocol. Shearing conditions
were setup as 10 minutes using the following settings: 10 cycles of 30" [ON] 30" [OFF]. The shearing
efficiency was monitored after reversion of the crosslinking and purification of the DNA. For increased
sensitivity, an automated capillary electrophoresis system Fragment Analyser was used for chromatin
shearing assessment (High sensitivity NGS fragment kit). ChlP assays were performed as defined in the
optimizations using 10 pg or 1ug of chromatin per IP with the optimal antibody quantity resulting in the higher
enrichment and lower background (CTCF 1pg, H3K27ac 1ug) IPs with a negative control isotype (IgG) were
performed in parallel. For each sample, a library preparation was performed on ChIP and input DNA using
the MicroPLEX v3 protocol. A control library was processed in parallel with the samples using a control
Diagenode ChIP DNA. Five cycles of pre-amplification were performed and 1 pl of each library was analyzed
by qPCR in order to determine the optimal amplification cycles required to obtain enough DNA for
sequencing. Libraries were then loaded on Fragment Analyzer to check if enough material was generated.
After the amplification, the libraries have been purified using AMPure beads and eluted in Tris. Then, the
purified libraries were quantified using the Qubit ds DNA HS kit and analyzed on the Fragment Analyzer to
assess their size. Using the quantification values from the Qubit and the size measurement generated by the

Fragment Analyzer, the molar concentration of each library was calculated.

The quality control of the fastq files was performed using FastQC. The sequences were aligned on hg19
assembly using bowtie2. Duplicates were marked and filtered out using Picard tools MarkDuplicates and
samtools. The peak calling was performed using macs2 callpeak function. The parameter --broad was used
for the Histone samples, not for the transcription factor samples. The affinity binding scores were obtained
using DiffBind package in R, TMM normalization was applied. Peaks found in at least 50% of the samples

from the same condition were kept. The peaks were annotated using FAST DB.
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Legends

Figure 1: Principal characteristics of MP41 and MP46 PDXs established from aggressive uveal melanomas. A) Clinical
characteristics of UM cases. B) Main molecular characteristics of corresponding patient derived xenograft models
established and characterized previously [21]. Mutational status was assessed with Sanger sequencing (GNAQ/GNA11,
BAP1, SF3B1, EIF1AX), with Cytoscan HD microarrays for copy number analysis and BAP1 immunohistochemistry from

FFPE tissue section.

Figure 2: Gene expression global overview. A) Principal component analysis of RNASeq of 6 normal choroidal
melanocyte samples (blue), 4 preparations of MP41 UM cells (red) and 3 preparations of MP46 UM cells (green). B)
Hierarchical clustering of same profiles. C) Differential gene expression analysis of MP41 vs NM and MP46 vs NM to

identify genes with a Log2 fold change greater than 1.5 and a p-value lower than 0.05. D) Heatmap of commonly
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regulated genes in MP41 vs NM and MP46 vs NM. E) 50 most highly regulated pathways by Reactome analysis of

commonly regulated genes listed according the significance (-log 2 (p-value +1x107%9)).

Figure 3: DNA optical mapping and FISH analysis of MP41 and MP46. Circos plot of aberrations in A) MP41 and B)
MP46. From the central to the periphery of the circos plot: whole genome view summarizes intra and inter
chromosomal translocations (pink lines), copy number gains and losses listed on the first internal layer of the circos,
and SVs (insertion, deletion inversion and duplication) are labelled as colored dots in the intermediate layer of the
circos. Gene density, cytobands and chromosomes are composing the outer layers of the circos. C) Number of
insertions, deletions, inversions and duplications and inter and inter translocations are detailed for MP41 and MP46
defined by Bionano optical mapping. Telomere and M-FISH from analysis of D) MP41 and E) MP46 are derived from
two different FISH analyses. Upper left panels show telomere (red signal) and centromere (green signal) staining and
counter labelled with DAPI (blue). Lower left panels show M-FISH analysis. Main panels correspond to the karyotype

view.

Figure 4: Whole genome DNA methylation analysis of UM models and normal melanocytes. A) DNA methylation levels
based on oxidative bisulfite DNA treatment followed by whole genome sequencing, is shown at CGl promoters, non-
CGI promoters, non-promoters CGl, exons, introns, intergenic regions, and on repeats, in normal melanocytes, MP41
and MP46. B) Differentially Methylated Regions (DMRs) as hypo and hyper DMRs (H- and H+) in 300kb window in
MP41 vs NM, MP46 vs NM. Commonly regulated DMR correspond to DMR identified in MP41 vs NM and MP46 vs NM
comparisons. DMR were considered as commonly regulated where sharing the same variation (H- or H+) and when
their coordinates were identical or overlapping. C) Percentage of CpG methylation in MP41, MP46 and NM in BAP1

locus through UCSC Genome Browser is represented in yellow. CpG Island 129 overlaps the BAP1/PHF7 promoter.

Figure 5: Compartments and TADs in NM and UM. A) Contacts maps derived from in situ Hi-C at the whole genome
level for NM, MP41 and MP46. B) Histogram of compartment changes in NM, MP41 and MP46. A- and B-compartments
identified at a 250kb resolution. C) Localization of inactivated (ABB) and activated (BAA) compartment in MP41, MP46
vs NM on a whole genome view. D) Integration of compartment changes and gene expression between NM, MP41

and MP46. E) Number and F) size of TADs in NM, MP41 and MP46.
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Figure 6: Multiomics analysis of PRAME locus. A) Gene expression of PRAME and its neighbors as BMS1P20, ZNF2808B,
ZNF280A upstream genes and POM121LP downstream. RNAseq data of NM, MP41 and MP46 replicates (FPKM). B)
UCSC Genome Browser view (hgl9) of percentage of DNA methylation (golden bars). C) DNA contacts maps of NM,
MP41 and MP46 at 5kb resolution in PRAME TAD (blue square). D) UCSC Genome Browser view of the PRAME locus

showing DNA methylation, RNAseq (log2), H2AUb, H3K4me3, H3K27me3, H3K27Ac, CTCF and RefSeq genes.

Supplementary Figure 1: Localization of shared regulated genes in MP41 and MP46 vs NM. Localization of the 2334

upregulated genes and the 3066 down regulated genes are represented respectively in red and green on a

chromosome view.

Supplementary Figure 2: Main regulated pathways from the regulated genes shared in MP41 and MP46 vs NM. Gene

names are colored depending on their regulation: non-regulated gene are in white boxes, upregulated genes in red
boxes and downregulated genes in green boxes. Light colors indicate a significant regulation in MP41 vs NM or in MP46
vs NM, and dark colors indicate a significant regulation observed in both comparisons. A) Cell cycle pathway
(HSA04110, KEGG). B) Homologous recombination (HR) pathway (HSA03440, Kegg). C) Fanconi Anemia pathway (FA,
HSA03460, Kegg). D) Non-homologous end joining pathway (NHEJ, HAS03450, Kegg). E) P53 signaling pathway

(HSA04115, KEGG). F. Apoptosis pathway (HSA04115, KEGG).

Supplementary Figure 3: Telomere analysis of MP41, MP46 and normal fibroblasts. A) Telomere fluorescence

intensities of the 3 models is function of cell area. B) Rate of telomere loss per chromosome in MP41, MP46 compared
to controls. Yellow stars highlight telomere loss on 3 chromosomes of MP41. C) Frequency of telomere loss and
deletion per chromosome in MP41 and MP46. D) Example of telomere defects as interstitial telomere observed on
dicentric (6;8;17) in MP41, and on a derivative chrl5. Telomere deletion on dic(14;16) , i8q, and chr6, and chr 14q are
illustrated. E. A dic(1)t(1;11;6;8) and a ring chromosome probably coming from a breakpoint on 1q21 leading to a ring

chromosome (r(dic(1;11;6;8)). F A ring chromosome in MP46 (r(21)).

Supplementary Figure 4: FISH analysis of chromosome 6 and 8 in MP41 model. A) Specific probes (Empire Genomic,

USA) designed for the detection of 4 genes: NCOA7 (orange), RSPO3 (blue), GPAT4 (green), and POMK (red). FISH
probes are represented on the optical map showing the t(6;8) generated from the Bionano analysis. B) the presence

of RSPO3 and NCOA?7 in chromosome 6 without rearrangements (C) dic(6;8;17) showing the presence of GPAT4 and
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POMK genes in addition to RSPO3 and NCOAY7 in the breakpoint of this aberration. (D) dic(6;8;16) showing the presence
of GPAT4 and POMK genes in addition to RSPO3 and NCOA?7 (E) the i(8q) shows the presence of GPAT4 and NCOA?7.
(F) dic(1;11;6;8) shows the insertion of the GPAT4 and NCOA7 in the breakpoint of this rearrangement (G) possible

mechanisms in the formation of these rearrangements implicated chromosome 6 and 8.

Supplementary Figure 5: DNA optical mapping and multispectral FISH highlight chromosome aberrations and DNA

rearrangements in UM models. A) Log2 ratio generated from Cytoscan HD microarrays of chr8 in UM models. B. Circos
plot generated from DNA optical mapping illustrated main SVs as translocations. C. Telomere aberrations per
chromosome on UM cell models as MP41, MP46 Mel202, MM66, OMM1, OMM2.3 and normal fibroblasts as controls.
Main derivative and dicentric chromosomes of D) Mel202, E) MM66, F) OMM1, G) OMM2.3. FISH and TC pictures of

derivative and dicentric chromosomes are presented. Blue triangles point small parts of a donor chromosome.

Supplementary Figure 6: Identification of BAP1 deletion leading to BAP1 loss of expression. Gene expression detection

based on RNAseq analysis (FPKM counts) of A) BAP1 and B) PHF7 in NM, MP41 and MP46 samples. C) Targeted
sequencing based on tilling amplicons (250bp) to characterize BAP1 mutations in a series of 53 UM recently grafted
for new UM PDX at Institut Curie. D) Detection of BAP1/PHF7 promoter deletion in IGV. Blue track corresponds to NM
sample, yellow track corresponds to MP41 and red track corresponds to MP46. Gray tracks correspond to new UM

cases with a low coverage on BAP1 promoter associated to a loss of BAP1 protein expression assessed by IHC (E).

Supplementary Figure 7: Example of BAP1 promoter deletion identified in clinical daily practice. A) Identification of

BAP1 promoter deletion (2.2kb) based on exome analysis. B. Validation of the loss of BAP1 expression in nucleus by

IHC. C. Confirmation of the deletion of BAP1 promoter by long range PCR in MP46 and new patient’s tumor.

Supplementary Figure 8: Comparison of WGS and Hi-C copy humber profiles for MP41 and MP46. Two whole genome

copy number views established with WGS (upper panel) or with Hi-C seq (lower panel) for A) MP41 and B) MP46. Copy

number status as normal, gains and losses are shown respectively in green, red and blue.

Supplementary Figure 9: Effect on compartment interaction scores after different normalization methods applied to

Hi-C data generated for MP41, MP46 and NM. Log2 Hi-C interaction scores are depicted across copy number status
defined at a 250kb window resolution. Interactions score generated on A) raw data, or after B) ICE, C) CAIC and D)

LOIC normalization. Per boxplot graph, each color corresponds to a specific copy number.
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Supplementary Figure 10: Normalization of Hi-C Data and comparison of compartment interaction scores per type of

compartment, and interaction score distribution per copy number status and number of A/B compartments. From
each normalization methods of Hi-C data generated for MP41, MP46 and NM, interactions scores for all compartments
were separated on upon A/B status, and undefined status. Log2 Hi-C interaction scores are depicted across copy
number status defined at a 250kb window resolution. Interactions score from A) raw data, or after B) ICE, C) CAIC and
D) LOIC normalization are compared for MP41, for MP46 and for NM. Per UM and NM panels, box plots and histograms
show respectively compartment interaction scores and number of interactions. Green, blue and grey box plots and
bars correspond respectively to euchromatin / A compartment, heterochromatin / B compartment, and not defined

compartments.

Supplementary Figure 11: PRAME locus transcription factors (TF) upregulated in UM models. Hierarchical clustering of

TF enriched at PRAME locus in ENCODE. Blue stars indicate significantly upregulated TFs in MP41 and in MP46 vs NM.

Table 1: Top 50 of regulated genes in UM models vs NM. Gene are ranked according log 2 fold changes. A and B. Top
50 of over-expressed genes in MP41 and MP46 respectively. C and D Top 50 of down under-expressed genes in MP41
and MP46 respectively. Genes written in bold are regulated with the same variation in both comparisons. Genes

written in red were previously identified in UM studies.

Supplementary Table 1: MP41 WGS analysis and list of SNV annotated

Supplementary Table 2: MP42 WGS analysis and list of SNV annotated

Supplementary Table 3: Somatic copy humber alterations in UM models identified by WGS

Supplementary Table 4: Gene expression analyis hetween MP41 vs Normal Melanocytes (NM) and MP46 vs NM.

Supplementary Table 5: Number of genes in compartments. A: Euchromatin, B Heterochromatin; "AAA" letters

correspond to A or B status in NM, MP41 and MP46 respectively.
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Figure 1: Main characteristics of two PDXs established from aggressive

uveal melanomas

A. Clinic features

Patient #1 :

0 Woman diagnosed with localized
uveal melanoma at 50 y/o

Q Treatment: enucleation

Q Phenotype: epithelioid

Q Die at 53y/o, due to bones, lung, and
subcutaneous metastasis

B. PDX characteristics

I
—
PDX: MP41
Mutational status:
GNA11 m (c.626 A>T)
No BSE mutation identified
IHC: BAP1 positive
CN analysis:
Monosomy 3, 6p+, 8q+

Patient #2 :

0 Man diagnosed with localized uveal
melanoma at 69y/o

Q Treatment: enucleation

Q Phenotype : epithelioid

Q Die at 71y/o, due to liver metastasis

—a

PDX : MP46

Mutational status:

GNAQ m (c.626 A >T)

No BSE mutation identified
IHC: BAP1 negative

CN analysis:

Isodisomy 3, 6p+, 8g+
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Figure 2: Gene expression global overview
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Figure 3: DNA optical mapping and FISH highlight chromosome
aberrations and DNA rearrangements in MP41 and MP46.
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Figure 4: Whole genome DNA methylation reveals differences
between UM models and Normal melanocytes
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Figure

B

Compartments

and Topologically Associated

Domains (TAD) in normal melanocytes and uveal melanoma models
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Figure 6: Multiomics analysis revealed a specific Prame activation
pattern
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Supplementary Figure 1: Localization of shared regulated genes in
MP41 and MP46 vs NM
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Supplementary Figure 2: Main regulated pathways from the
regulated genes shared in MP41 and MP46 vs NM
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Supplementary Figure 2: Main regulated pathways from the
regulated genes shared in MP41 and MP46 vs NM

E. p53 signaling pathway (HSA04115, KEGG)
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Up & 18 Down).

195

F. Apoptosis pathway (HSA04210, KEGG)

52 regulated genes out of 136 genes in the
apoptosis pathway, min p-value: 2.47x10°7
(20 Up & 32 Down)




Supplementary Figure 3: Evaluation of telomere instability based on
T/C + M-FISH analysis.
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Supplementary Figure 4: FISH analysis of chromosome 6 and 8 in
MP41 model.
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Supplementary Figure 5: DNA optical mapping and multispectral
FISH in UM models
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Supplementary figure 5: DNA optical mapping and multispectral
FISH in UM models
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Supplementary Figure 6: identification of BAP1 deletion leading
to BAP1 loss of expression

A. BAP1 gene expression

B. PHF7 gene expression C. BAP1 amplicon sequencing
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Supplementary Figure 7: Example of BAP1 promoter deletion
identified in clinical daily practice
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Supplementary Figure 8: Comparison of WGS and Hi-C copy
number analysis for MP41 and MP46.
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Supplementary Figure 9: Effect on compartment interaction scores after
different normalization methods applied on Hi-C data generated for MP41,
MP46 and NM.
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Supplementary Figure 10: Euchromatin and Heterochromatin
compartments remain stable after CAIC normalization
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Supplementary Figure 11: Prame transcription factors upregulated
in UM models vs NM
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Tablel : Top 50 of regulated genes in UM models vs NM

Most regulated genes shared in the comparisons of MP41 vs Nm and MP46 vs NM are listed in 4 sub-tables. Gene are ranked according log 2 fold changes. A and B lists are the top 50 of regulated genes in MP41vs NM and in MP46
vs NM_ Cand D tables are the top 30 of down regulated genes in MP41 vs Nm and MP46 vs NM. Genes written in bold are regulated with the same variation in both comparisons. Genes written in red were previously identified in
UM studies.

A. Up regulated genes in MP41 B. Up regulated genes in MPA46 C. Down regulated genes in MP41 D. Down regulated genes in MP46
Genename  Ranked  MPalvs.  MPAlus. Genename  Ranked  MP8Gvs.  MPdGvs Genename  Ranked  MPAlvs.  MPA1ws Top30 MPAG RankedLog2 MPdGvs.  MP4Gws.
Log2FCin  NM:Log2FC  WM: padj LOg2FCin  NM: LOgZFC  NM: padj Log2FC  NM:LOEZFC  NM: pad ¥SNM  FC: MPSGws NM:LOg2FC  NM: padj
MPaL MP45 M
HAGLR 1 12.16 2.44E-53 HAGLR 1 12.48 3.56E-62 CYBRD1 1 -116 3.65E-87 BAP1 1 -14.48 3.63E-57
TRPMZ-AS 2 1212 9.08E-29 PRAME 2 11.92 1.46E-113 LEF1 2 1111 6.43E-60 SFRPL 2 -1245 4.49E-59
PRAME 3 12.11 3.78E-138 m‘:’f 3 10.85 9.406-108 GPRIT3 3 -11 1.76E-34 FAM19A5 3 1.92E-49
MTIM 4 1.7 177E-25 RASGRP3 4 10.83 5.23E-77 crg a -108 238E-135 HLA-C a 9.73E-41
ASB1L H 11.24 5.77E-55 MAL2 s 106 2.43632 NLGN1 5 -10.62 767E21 PALM 5 215659
KLHL3O 6 10.73 B10E-118 ASB11 6 10.59 351647 DPPE 6 -10.15 2.66E-48 PCSKIN 6 133638
NRN1 7 10.56 221619 PLCBA 7 10.28 301616 TNFRSF10D 7 088 5.46E-25 PTPRH 7 218E-23
TRPMZ 8 10.44 5.56E-16 KLHL3D 8 1016 9.85E-100 FAMS08 8 -8.78 9.53E-51 HS35T1 8 213615
CCSERL 9 9.98 9.12E-53 HOXALL 9 101 5.99E-42 IGFBPS 9 875 4.BAE-61 SLFN1Z 9 2.07E-19
RASGRP3 10 09.95 195677 CCSERL 10 974 1.10E-48 INFEET 10 25 232644 ABCAR 10 3.14E-43
HIF3A 1n 9.46 1.41E-57 LNCO1531 n 965 9.41E-141 MAP1S 1 -8.45 1EOE-S7 TTYHL 11 6.B3E-10
:m;‘:‘r 12 9.45 2.596-87 - 12 9.59 7.85E-26 ANTXR 12 812 B.38E-7E APOBECIC 12 967 4.70E-87
PAQRS 13 938 7.74€-33 TR 13 943 160E-34 FN1 13 4.30E-96 FAMITLAL 13 9.61E-14
IMX18 14 031 3.286-30 TRPMZ-AS 1 9.33 3.20817 UCHLL 14 323632 1L27RA 14 110E-30
HOXALL 15 9.29 B.026-38 RAPGEF4 15 9.09 5.30E-45 oL 15 7.66E-50 PRKCE 15 163646
EPHAL 16 5.04 7.55E-124 MTIM 16 B.93 6.35E-15 SLC3562 16 257624 SLAMFS 16 3.55E-08
Hoxca ff
HOXCS 17 891 1.65E-09 17 B.34 3.88E-29 LHFPLI-AS1 17 -8.79 2.29E-41 LINC01443 17 9.7 4.76E-18
HOXCE CYP26B1
IGLL3P 18 879 4.086-24 EPHAL 18 81 5.076-90 ANGPTLZ 18 110E-38 ANHAL 18 8.0 103629
LINCOD&B2 19 86 251E-103 LME 19 B.09 2.50E-22 NR2FL 19 7.40E-14 INFGET 19 896 1.89E-50
PGAMZ 0 26 3286182 TWISTL n 2.01 150652 PRUNE2 kL] -BES 281E-133 MGMT 0 286 7.476-35
Hoxca /f
PLCB4 n ES59 1.43E-13 HOXCS n 7.75 1.82E-06 NTNGL n -B5E 4.33E-48 SYTS b3 882 114E-07
HOXCE
PNLDC1 n ES56 1.196-99 TRPMZ 22 773 5.B3E-08 NAALADZ 22 139E-11 FCRLA 22 9.50E-39
a2 n 883 3.04E-24 NRNL 1 7.68 335609 GFRAZ 2 113613 UNCD1318 3 217641
pl=TY 2 847 L72E-164 EPHAS 2 7.52 1.83E-48 ABCAR 2 2.026-47 GFRAZ 24 1.58E-13
SERPINBIPL 5 B.01 1.98E-65 HIF3A 5 7.48 131634 SCN1B 5 5.38E-97 EHD2 5 304E-78
REPT % 7.96 5.93E-11 TrCaoA % 7.2 2686120 ADCYL % 333123 SENIB 2% 262685
LINCD1531 bl 737 5.71E-106 ITGEZ 7 7.37 5.36E-32 0CIADZ 27 BA4E-13 DHH 27 14DE-12
RAPGEF4 b} 771 3.11E-39 LRRC3S 5 735 1.B6E-80 PMEPAL b 2.63E-72 PMEPAL b 1.34E-64
SOIN -] 7.67 2.26E-82 PAQRS F-] 714 7.21E19 FAM19AS 29 1.39E-65 PSMED 29 6.33E-41
TIAMZ 30 7.60 121645 PITX2 ] 6.E9 1.BBE-16 KNDCL 0 6.37E-30 CALL 30 6.1BE-41
KIFL7 E1 75 3.03E-190 AFDN L 678 202632 MBNL3 n 123611 51008 31 4.45E-50
CACNAZDZ 32 7.58 6.51E-70 SERPINEIPL 32 6.69 2.66E-41 RBMS3 3z 130E-14 FAM198E 3z B75E-120
EPHAE 33 751 6.15E-53 LTk 33 6.55 1.25E-16 NID1 EE] 185692 STESIAL EE] 5.42E-37
TWISTL 7] 7.45 2.186-48 TEX14 3 65 10SE-84 A3 3 959E-105 YD1 3 .47E-42
LRRNZ 35 742 1.896-38 STUM EH 645 3.56E-19 CHSTZ EH 2.30E-76 DLGAPL L 3.56E-30
ENO3 £ 7.08 0.00E+00 LINCO0S82 £ 64 1.90E-49 HS35T1 £ 320821 NPTX1 EC 237E-18
PITKZ 7 6.82 5.05E-19 KCNE3. El 632 147E-20 SLITRKZ 37 314651 CLEC1LA a7 LOSE-91
CYP26BL 38 679 1.94E-35 HASZ E] 6.32 B.15E-39 SCO5 ] 1.09€-107 PLPZ kL] 16AE-86
TGB2 9 667 7.506-31 SLCIAZ ] 6129 2.91E-50 SGCE EL] 130E-65 TEAX EL] 403631
GGT1 a0 6.62 4.706-89 REREF3 40 627 783605 GABRG3 a0 109E-32 FOSLL 40 1L73ETL
sixa a 66 365E-33 GABRAZ a 621 2.B0E-04 CTsK 4 4276157 FLRT3 41 1.79E-64
VAMPE 42 658 7.33E-112 PNLDCL 42 62 2.55E-46 PXON 42 G.4BE-d1 KRT17 4z 7.70E-15
K a3 657 1.096-19 CACNAZDZ 43 6.09 1.45E-38 SLC03A1 43 1.2BE-57 DLX1 43 5.0BE-42
GABRAZ a4 656 2.948-05 IGFBPLL 4 595 4.69E-43 S0z 4 B.ETE-52 UBELLE 4 6.03E-51
HISTIHZBC 45 6.47 B.04E-43 PNMAZ a5 533 7.326-70 IGFEFT a5 283651 PRELP 45 423696
CHSTY 46 6.47 111E-143 LRAN2 6 5.83 101E-22 TMEM16% 46 149E-31 TIMPL 46 4 B4E-69
MGATAA a7 638 32344 FAM1748 a7 58 145E-26 SIC15A3 a7 262691 ECML 47 7.72E-60
ARTS 48 627 2.908-97 TMEM200C 48 578 7.37E-04 DLLKL 48 3.13E-26 LG14 48 k] L1BE-42
WFDC1 ] 621 5.35E-15 AN 4 572 2.49E-84 MGMT L] 17BE-28 CCDC184 4 73 4.34E-30
HASZ 50 6.17 5.40€-34 MGATAA 50 571 7.25E-30 HCNZ 50 3.72E-74 TGFB1 50 729 145E-48
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A. DEVELOPPEMENT D’ANTICORPS SPECIFIQUES DE MARQUEURS DE SURFACE
PRESENTS SUR LES CELLULES DE MELANOMES DE L'UVEE.

Le développement d'anticorps spécifiques de marqueurs de surface présents sur les
cellules tumorales de plusieurs PDX d'UM a été initié plusieurs mois avant le démarrage
de mon doctorat, et plus précisément durant le master que j'ai préparé a l'université
Paris-Saclay dans le cadre d'une VAE. Ce développement d'anticorps visait a disposer
d’outils pour I'isolement de cellules tumorales en grand nombre afin de mener sur des
préparations cellulaires ex-vivo, une analyse multi-omique sur les mémes échantillons
dont les techniques telles que celles employées pour |'analyse de la topologie et
I'organisation de la chromatine ainsi que marques d’histones nécessitaient plusieurs
millions de cellules.

Le développement d'anticorps a été réalisé par la technique de phage display et
d'anticorps recombinant de type camélidés: VHH ou nanobody (Moutel et al. 2016;
de Marco 2012) grace a la plateforme d'anticorps recombinant de I'Institut Curie (Dr
Crépin, Dr di Marco, Dr Moutel, Dr El Marjou et Dr Perez). Ce développement a conduit
a la mise au point de clones spécifiques tels que 8H2, 8G5, 14A9 et 14A7, grace a
plusieurs modeles cellulaires dérivés de PDX établis par I'équipe de la Dr Némati au
Laboratoire d'Investigation Préclinique. Limmuno-précipitation des antigenes
reconnus par les clones d'intérét, puis la caractérisation des antigenes par
spectrométrie de masse a montré que le clone 8H2 reconnaissait un épitope de MUC18
tres exprimé par les cellules d'UM, que le clone G5 reconnaissait CEACAM1 et que le
clone 14A9 reconnaissait un épitope de récepteur NG2. L'analyse par spectrométrie de
masse n'a cependant pas permis de préciser I'antigéne reconnu par le clone 14A7.
Durant le criblage de nanobodies, d'autres anticorps spécifiques d'UM ont été
identifiés mais n‘ont pas été totalement caractérisés (définition par spectrométrie de
masse des antigénes reconnus). Ces anticorps pourraient faire |'objet de
développement supplémentaires, en particulier pour évaluer leur spécificité sur les
panels de PDX d'UM développés a l'institut Curie. L'usage de Tissue MicroArray (TMA)
de PDX et de mélanomes uvéaux pourrait également aider a montrer la spécificité des
clones générés au travers d'un plus large panel de modeles d'UM, et poursuivre
I'évaluation de I'hétérogénéité tumorale et I'identification de marqueurs membranaires
spécifiques de mélanomes uvéaux.

L'usage des nanobodies 8H2, 8G5, 14A9 et 14A7 a permis l'identification puis
I'isolement par cytométrie en flux de cellules tumorales vivantes a partir de biopsies
issues de PDX, pour les modeles MP41 et MP46 ainsi que deux autres modeles MP158
et MM224. Le controle des préparations cellulaires triées par cytométrie en flux a porté
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sur deux approches différentes. Le premier contréle a consisté en une analyse ciblée
pour |'authentification des cellules isolées et le génotypage de séquences répétées ou
microsatellites (profil STR). Le second contrOle a eu pour objectif de contrOler la
présence d'anomalies moléculaires caractéristiques connues (Amirouchene-Angelozzi
et al. 2014) par I'analyse du génome entier via I'analyse de profil copy number et LOH
effectuée par puces SNP (SNP6.0, Cytoscan ou Oncoscan HD). Une analyse
transcriptomique conduite par puces d'expression de haute résolution (Affymetrix
HTA2.0) a permis quant a elle de montrer que les cellules isolées d'un méme modele
partageaient les mémes caractéristiques transcriptomiques. Ainsi, les analyses
moléculaires ont montré que les préparations cellulaires partageaient les mémes
caractéristiques au niveau génomique et transcriptomique (Crépin et al. 2017), ce qui
a permis d'engager les analyses multi-omiques (Hi-C, méthylation, RNAseq, Chipseq)
a partir de plusieurs préparations cellulaires.

L'identification d'anticorps spécifiques de marqueurs de surface exprimés par les
cellules d'UM présente plusieurs intéréts pour I'isolement de cellules tumorales voire
de mélanocytes normaux de la choroide humaine afin d'appréhender I'hétérogénéité
moléculaire des mélanocytes de I'uvée. Bien que la demi-vie de nanobodies libres soit
de courte durée in-vivo, ces outils pourraient étre utilisés pour identifier les cellules
tumorales et cibler I'action de radiothérapies (radiothérapies vectorisées internes).
Plusieurs nanobodies radiomarqués ont été utilisés dans des études cliniques et
précliniques dans des situations métastatiques de pathologies comme le cancer du
sein, cancer de la vessie, cancer du poumon a non petites cellules. Ce type de
radiomarquage permet d'ailleurs de réduire I'exposition aux radiations (Rashidian et
Ploegh 2020). Les nanobodies, spécifiques de marqueurs UM, présentent des intéréts
thérapeutiques selon la cible identifiée choisie. Dans ce cas leur développement pour
générer des anticorps bi/tri-spécifiques cytotoxiques associant une réponse
immunitaire cyto-toxique (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity, ADCC, (S.
Wang et al. 2021; Del Bano et al. 2019) présente un intérét en particulier pour le
traitement de la maladie métastatique du mélanome uvéal.

B. APPORT DE L'ANALYSE MULTI-OMIQUE DANS LA CARACTERISATION DE
MODELES DE MELANOME DE L'UVEE.

L'objectif de mon travail de these a consisté en la mise en ceuvre d'une analyse multi-
omique restreinte a quelques modeles d'UM en comparaison avec des mélanocytes
normaux de l'uvée. La mise en au point de conditions favorables au maintien en culture
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primaire de mélanocytes normaux de la choroide par la Dr Géraldine Liot dans le
laboratoire du Pr Simon Saule a permis de disposer de modéle de mélanocytes
normaux de la choroide constituant le meilleur contréle disponible pour la
comparaison de cellules tumorales fraichement isolées de biopsies issues de PDX.
Avant I'usage de mélanocytes normaux de la choroide pour I'analyse multi-omique, ces
cellules ont été testées pour I'absence de mutation dans les genes connus comme
mutés dans I'UM, en lien avec l'unité de génétique somatique dirigée par la Dr Gaélle
Pierron, a I'Institut Curie. De plus, I'expression de marqueurs mélanocytaires a été
vérifiée (expression de protéine GP100 / HMB45) ainsi que |'absence de marqueurs
épithéliaux (absence de cytokératines 8/18) permettant de montrer que les cellules
maintenues en culture correspondaient aux cellules attendues.

Le choix de deux modeles d'UM s'est porté sur les PDX MP41 et MP46 car ces modeles
étaient disponibles au laboratoire au démarrage de ce travail doctoral, et disposaient
de caractéristiques atypiques présentes dans un nombre significatif d'UM. En effet, les
modeles MP41 et MP46 établis a partir de tumeurs primaires ne portent pas de
mutations de type BSE (BAP1, SF3B1/SRSF2, et EIF1AX) et partagent un gain du 8q. Une
situation métastatique est survenue moins de 3 ans aprés le diagnostic initial et a
conduit au déces des patients, dont les modeles ont été établis. Nous avons choisi
d'engager une étude intégrative pour évaluer dans ces deux modeles agressifs si des
régulations transcriptionelles, observées en comparaison de mélanocytes normaux,
pourraient étre dues a des modifications de I'organisation de la chromatine, a des
variations de méthylation de I'ADN ou a des modifications de marques d’histones
activatrices et répressives de la transcription.

L'analyse par séquencage de I'’ADN des cellules tumorales des PDX MP41 et MP46 a
pu étre conduite en filtrant les variants présents dans I’ADN constitutionnel de régions
péri-tumorales des biopsies réalisées sur les patients au diagnostic initial. L'analyse par
séquencage a révelé un faible taux de mutations somatiques (0.42 et 0.37 SNV/Mb)
comme attendu dans les UM (Figure 9, p36, (Robertson, Shih, et al. 2017; Furney et al.
2013)) (et plus particulierement comme les UM MBD4 wt Figure 21, p57 (Derrien et al.
2020; M. Rodrigues, Mobuchon, et al. 2019)). L'analyse des variants génétiques a l'aide
de plusieurs algorithmes comme ceux des bases de données Cancer Genome
Interpreter (Tamborero et al. 2018), VarSome (Kopanos et al. 2019) a permis d ‘identifier
uniqguement GNATT et GNAQ mutés comme « driver » dans MP41 et MP46. Bien que
plusieurs mutations « passengers » aient été identifiées dans des genes codants pour
des protéines (13 dans MP41 et 21 dans MP46), seule une mutation tronquant dans
KMT2C prédite comme oncogénique présenterait un intérét. KMT2C (précédemment
MLL3), est une histone-lysine N-méthyltransferase 2C, dont la fonction est la mono-
méthylation des lysines 4 des histones H3 comme KMT2D (MLL4). Les histones
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H3K4me1 sont retrouvées enrichies au niveau d'enhancers, et régulent |'activité
transcriptionnelle de genes cibles, en complément de H3K27ac (via une acétyle histone
transférase: CBP et EP300). KMT2C est fréquemment muté dans les cancers (5%
(Kandoth et al. 2013; Gonzalez-Perez, Jene-Sanz, et Lopez-Bigas 2013; R. C. Rao et Dou
2015; Robertson, Kim, et al. 2017; R. Zhang et al. 2020)) en particulier au niveau de
domaines catalytiques (domaine SET, donnant lieu a l'activité méthyltransferase). Par
ailleurs, il a été montré que KMT2C était associé a la RNA polymerase Il au niveau de
ces sites enhancers favorisant la transcription bidirectionnelle d’ARN non codants
intergéniques (eRNA) (Kang et al. 2021). La substitution identifiée dans I'exon 18 de
KMT2C dans MP41 (hg19, chr7:9.151927023G>C, ¢.2961C>G, p.Tyr987*) a été
identifiée dans plusieurs études (Hirotsu et al. 2019; 2020; Porkka et al. 2020; Karsai et
al,, s. d.; Jones et al. 2012; Honda et al. 2022; Low et al. 2021; Cochran et al. 2014). Bien
gue cette mutation ait une fréquence de 20% dans MP41, et sachant qu'il a été montré
que la mutation de facteurs régulant la chromatine, comme KMT2C associée a une
perte d'expression pouvait contribuer a la tumorigénese (Gonzalez-Perez, Jene-Sanz,
et Lopez-Bigas 2013; J. Lee et al. 2009), il apparaitrait intéressant d'étudier : 1- au niveau
transcriptionnel les genes régulés par la perte de fonctions de KMT2C ainsi que les ARN
non codants (eRNA) et 2- au niveau épigénétique les enhancers concernés par les
altérations de H3K4me1.

La faible expression de KMT2C a également été rapportée comme associée a une
instabilité génomique, du fait de la dérégulation de génes impliqués dans la réparation
des dommages a I'ADN, comme la recombinaison homologue (J. Lee et al. 2009;
Rampias, Theodoros, Karagiannis, Dimitris 2019). Cette régulation a été montrée
comme due a la perte de fonctions de KMT2C de régulation des promoteurs de génes
comme ATM, ATR, BRCAT, BRCA2, RAD50, RAD51 impliqués dans la réparation des
dommages a I'ADN (HR). Dans MP41 et MP46, ces genes cibles (ATM, ATR, etc.) sont
surexprimés, et ne semblent pas étre directement dépendants de la perte d'expression
de KMT2C dans nos modeles d'UM.

La classification des UM du TCGA (Robertson, Shih, et al. 2017) basée sur les
alternations du nombre de copies en 4 groupes, dont 2 majeurs selon la présence de
disomie et monosomie du chr3, nous a permis de classer les modeles MP41 et MP46
respectivement dans les groupes 2 et 4.

De facon intéressante, le groupe 2 est enrichi en cas mutés pour SF3B7 ou SRSF2 ou

ayant une signature de défaut d'épissage type SF3B71. Cependant, il a été montré que

MP41 n’avait ni de mutations dans les genes SF3B1/SRSF2, ni de signatures

transcriptionelles aberrantes propres aux UM mutés pour ses facteurs d'épissage

(Alsafadi et al. 2016). Ce résultat est intéressant au regard des nombreux

réarrangements chromosomiques identifiés par cartographie optique (Bionano) et
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FISH, et des transcrits de fusion identifiés dans MP41. Plusieurs transcrits identifiés par
RNAseq, confirmés en PCR et séquencage Sanger pourraient constituer une signature
transcriptionnelle aberrante conséquente de la chromoplexie observée dans ce
modele.

Comme le groupe 4 correspond aux UM déficients pour BAP1, il a été logique de
retrouver le modele MP46 dans cette catégorie du fait de la perte d’expression connue
au niveau ARN et protéique (Amirouchene-Angelozzi et al. 2014; Némati et al. 2010).
L'analyse des régions méthylées et en particulier de la région promotrice de BAP1 a
permis de montrer que la région promotrice de BAP1 était hypométhylée dans les
mélanocytes normaux et le modele MP41 (Figure 52 A) en lien avec I'expression de
BAP1 mesurée par RNAseq (Figure 52 C). L'analyse de méthylation de MP46 a montré
une hyper méthylation, aux bornes d'une délétion de 749nt (hg19, chr3:52,443,929-
52,444,738), laquelle délétion a été confirmée par une approche de séquencage ciblé.
La délétion du promoteur de BAPT bidirectionnel partagé avec PHF7 est corrélée a
I'absence d'expression de BAPT et PHF7 au niveau ARN (Figure 52 A et C) ainsi qu‘a
I'absence d'expression de la protéine BAP1 au niveau nucléaire (Amirouchene-
Angelozzi et al. 2014) (PHF7 non évalué en IHC). Une cohorte de 48 tumeurs ayant été
récemment greffées pour la mise en place de nouveaux PDX, a été caractérisée par une
approche de séquencage par amplicons, dont une dizaine couvre le promoteur de
BAP1. Cette cohorte a fait I'objet d'IHC contre BAP1. Parmi les 24 cas ou une perte
d'expression de BAP1 nucléaire est observée en IHC, deux cas (I223R37 et L223R57)
ont retenu notre attention car possédant une délétion dans la région promotrice de
BAP1. Du fait du risque métastatique élevé dans I'UM, la recherche de mutation dans
les régions non codantes et régulatrices de I'expression de BAP1 est recommandée
pour le diagnostic moléculaire des patients atteints de mélanome uvéal, mais
également dans le cas de syndrome BAP1. L'identification de telles altérations dans le
promoteur de BAPT est prise en compte a l'institut Curie. Un cas récent d’'UM analysé
dans le cadre du programme France Médecine Génomique 2025, via la plateforme
SeqOIA (https://pfmg2025.aviesan.fr/en/) présentant une perte d'expression de BAP1
sans mutations identifiées dans les régions codantes a pu étre revu. Une recherche
d'altération par WGS puis confirmation par PCR long range a permis de préciser une
délétion de la région promotrice de BAP1 (David Gentien et al. 2022).

Du fait de la difficulté a analyser les données d'amplicons sur la région promotrice de
BAP1, j'ai cherché a améliorer cette analyse pour I'intégralité du gene BAP1, a l'aide
d'une approche par séquencage long reads d'Oxford Nanopore. Pour cela, avec I'aide
de Thomas Chenegros, ingénieur sur ma plateforme et en lien avec le service de
génétique de I'hopital, nous avons évalué plusieurs possibilités de séquencage
Nanopore pour l'analyse d'échantillons d'intégrité variable. Selon la taille des ADN
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génomique mesurée par électrophorese capillaire, une approche basée sur I'usage de
guides ARN/Cas9 (Gilpatrick et al. 2020) et une approche par enrichissement bio-
informatique (adaptive sampling) (Mariya et al. 2022) ont été utilisées pour
I'identification de mutations de BAP1 et la validation de variants structuraux identifiés
par cartographie optique. Ces résultats préliminaires sont présentés en Figure 59.
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Figure 59: Détection d'altérations de BAP1 par séquencage ciblé.
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A) Le séquencage ciblé de long fragments d’ADN peut etre réalisé par enrichissement
bioinformatique (adaptive sampling). Si les 400 premiers nucléotides séquencés sont inclus dans un
fichier listant les regions d'intérét (ROI) alors le séquencage du fragment d’ADN se poursuit, sinon le
fragment d'ADN est rejeté du pore de séquencage. Une approche ciblée nécessitant le design de
guide RNA spécifiques de la région d'intérét (QRNA) et I'usage de Crispr/Cas9, permet de séquencer
la région d'intérét, si au préalable les extrémités 5 phosphates des ADN génomiques ont été
déphosphorylées. L'approche ciblée par Cas9 peut etre réalisé avec un couple de gRNA encadrant la
région d'intérét (excision) ou avec plusieurs gRNA (tilling). B) Contréle de l'intégrité de deux ADN
par électrophorése capilaire I'un de haut poids (MP46, 50kb), et un second dégradé (UM, 2kb). C)
Analyse IGV des données de séquencage, permettant d'indentifer la délétion dans le promoteur de
BAP1/PHF7 avec des couvertures allant de 30X a 500X pour MP46, et obtention d'un profil avec une
couverture de 30X pour un ADN dégradé issus d'un UM.
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L'analyse transcriptionnelle réalisée dans ce travail a permis de décrire pour la premiere
fois une liste de genes exprimés et régulés entre deux modeles de mélanome uvéal et
des mélanocytes normaux de la choroide, maintenus en culture. Associée aux
changements de compartiments chromatiniens (euchromatine/hétérochromatine), au
niveau de meéthylation et a la présence de marques régulatrices de l'activité
transcriptionnelle, cette analyse intégrative a montré : (i) qu’un grand nombre de génes
étaient significativement régulés (3066 sous-exprimés, et 2334 surexprimés, en
considérant un log 2 fold change supérieur a 1.5 et une p-value inférieure a 5%), (ii)
que plusieurs génes surexprimés étaient connus comme impliqués dans I'oncogenese
des UM comme PLCB4 ou RASGRP3. De facon intéressante PLCB4 a été identifié
comme mutés dans I'UM conduisant a I'activation de la voie Ga/q. Ici sa surexpression
mesurée dans un contexte ou GNAQ/GNATT muté suggere sa participation a
I'activation de la voie PKC. La surexpression de RASGRP3 présente également un intérét
étant donné son role dans la cascade d'activations de la voie MAPK (Moore et al. 2018;
Chen et al. 2017). L'analyse transcriptionnelle a également montré la surexpression de
RAPGEF4 dans les modeles d'UM. RAPGEF4/EPAC2 est impliqué dans la régulation de
YAP (Mallone et al. 2020; Branham et al. 2009; N. Kumar et al. 2018; K. M. Choi et al.
2021) une voie reconnue dans l'oncogenése de I'UM. Le ciblage transitoire ou
pharmacologique (ESI-05, (Rehmann 2013)) de RAPGEF4 dans MP41 et MP46 n'a pas
affecté la prolifération cellulaire, mais des études fonctionnelles approfondies seraient
nécessaires pour évaluer son role dans I'UM. D'autres genes comme MITF ou DCT sont
également retrouvés dans la liste des genes surexprimés.

L'analyse des voies régulées a été menée principalement par Reactome (Gillespie et al.
2022) pour identifier celles enrichies selon les genes régulés. L'analyse Reactome a mis
en évidence des voies liées au cycle cellulaire activées dans les modeles d'UM mais
également plusieurs voies associées a la réparation des dommages a I'ADN dans
lesquelles plusieurs genes impliqués dans linitiation de ces mécanismes sont
surexprimés comme MRET1, RAD50, BARD1, BRCA1/2, PALB2, BRIP1, SEM1, BRCC3,
USP3. Alors que les mélanomes uvéaux ont plutot des profils d'altérations peu
remaniés, |'analyse menée par cartographie optique et par FISH a mis en évidence
plusieurs remaniements aberrants et complexes comme des translocations inter et
intra chromosomiques, une instabilité télomérique, donnant lieu a plusieurs
chromosomes dicentriques, dérivatifs et chromosomes en anneaux. Les variants
structuraux ont permis d'identifier des transcrits de fusion dus a la jonction au point de
cassure de deux genes, comme par exemple au niveau de l'insertion duplication en
12924, au niveau d'un site fragile (FRA12, (R. Kumar et al. 2019)) de réplication de '’ADN.
Ce variant structural en 12g24, a pour conséquence de fusionner des genes dont la
transcription donne les transcrits MAPKAPK5-ACAD10 pour MP41 et KDMZ2B-RHOF

pour MP46. Certaines translocations comme la translocation inter-chromosomique
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équilibrée identifiée dans MP46 : t(1,22) donne lieu a un gene de fusion CABINT-
MRPS21.

La mise en évidence de l'activation de voies de la réparation des dommages a I’ADN,
ainsi que la mise en évidence de remaniements structuraux nous ont incités a mener
une analyse exhaustive des variants d'épissage a partir des données de RNAseq. La
confirmation des jonctions des transcrits de fusions a permis de montrer la présence
de transcrits de fusion correspondant aux genes de fusion générés par les variants
structuraux. Néanmoins pour certains transcrits de fusion comme GPAT4-NCOA7 et
POMK-RSPO3, I'analyse par cartographie optique et par FISH a I'aide de sondes ciblant
chacun de ces 4 genes n'a pas permis de montrer la présence de genes de fusion.
L'analyse par FISH a néanmoins permis de montrer une complexité de la région de
translocation t(6 ;8), présente sur les chromosomes dicentric dic(6 ;8 ;17), dic(6 ;8 ;16),
dic(1;11;6;8), et dont le contenu des 4 genes GPAT4, NCOA7, POMK et RSPO3 est
variable. L'analyse par FISH a permis de proposer un modele d'évolution de ces
anomalies ou un chromosome dérivatif der(6)(6 ;8) aurait donné lieu a 3 types de
chromosomes dicentriques ainsi qu'un chromosome dérivatif der(8)(6 ;8) aurait donné
lieu aux isochromosomes 8q et aux chromosomes dicentriques impliquant en plus les
chr1 et 11 (dic(1 ;11 ;8 ;6)), lequel expliquerait la présence de chromosomes en anneau
r(dic(1;11,8;6) (Figure 49 G, p139).

Bien que I'analyse FISH montre une complexité dans les réarrangements dus a une
translocation t(6;8) (Figure 60 A), I'analyse de la topologie met en évidence des
contacts importants entre les genes GPAT4-NCOA7 et POMK-RSPO3 (Figure 60 B). La
présence de ces contacts entre ces genes distants (GPAT4-NCOA7 : 2.4Mb et POMK-
RSPO3 :2.6Mb) en l'absence de genes de fusion d'apreés les données actuelles,
suggeérerait que la transcription aberrante de GPAT4-NCOA7 et POMK-RSPO3 (Figure
60 C) pourrait étre due a la conformation de la chromatine. Une analyse de
conformation de la chromatine ciblée a ces régions (Downes et al. 2022) pourrait
permettre d'élucider la séquence et |I'organisation de la topologie.
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Figure 60: Complexité des contacts et des réarrangements dans MP41.
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A) Translocation t(6 ;8) identifiée par cartographie optique dans MP41. B) Cartes de contacts entre
les régions du chré et chr8 a différentes résolutions. Les encarts 1 et 2 (réolution de 5kb) obtenus
avec l'outil Juicebox, contiennent les données de RNAseq, de H3K4me3, H3K27Ac et CTCF
superposées aux données de contact. C) Schema des transcrits de fusions identifiés par RNAseq. Les
séquences encadrées correspondent aux régions de validations ciblées par RT-PCR et séquencage
Sanger. Les séquences en gras correspondent aux séquences de jonction identenfiées apres
séquencage.
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Plus généralement, les variants structuraux observés dans MP41 et dans MP46 sont
associés a des modifications d'organisation de la chromatine, donnant lieu a des
transcrits de fusion privés, car présents dans MP41 ou MP46. L'analyse par cartographie
optique et FISH de lignées de mélanomes uvéaux agressifs comme Mel202, MM66,
OMM1 et OMM2.3 a montré des réarrangements complexes, des aberrations
télomériques. Une analyse par séquengage Nanopore (adaptive sampling) est en cours
pour confirmer les altérations observées dans ces lignées et préciser les séquences
impliquées dans ces réarrangements. Ces nouveaux résultats montrent une instabilité
génomique dans le mélanome de l'uvée qui mérite d'étre étudiée en détail.

Notre travail n'a pas permis d'identifier a ce jour d'événement oncogénique dans
MP41, qui ne dispose pas de mutation type BSE. Ces cas représentent a ce jour 20%
des UM. La chromoplexie observée dans MP41, pourrait étre recherchée dans d'autres
cas. Récemment avec I'aide de la Dr Gaelle Pierron du service de génétique de I'Institut
Curie, nous avons identifié 22 cas d’'UM parmi 400 cas revus et passés en CGH array,
comportant un nombre important de cassures segmentaires (entre 8 et 29), un nombre
de chromosomes altérés (entre 1 et 14), et ayant un index génomique élevé (compris
entre 20-84). La liste de ces 22 cas différents est composée de 17 tumeurs primaires et
de 5 métastases et pourrait faire I'objet soit d'analyse par cartographie optique ou de
séquencage Nanopore ciblé.

Parmi les génes d'intérét non exploités dans cette étude, figure en particulier PTP4A3
identifié comme surexprimé dans MP41 et MP46 (Duciel et al. 2019). La forte expression
de PTP4A3/PRL3 (Protein Tyrosine Phosphatase 4A3/protein of regenerating liver-3,
localisé en 8qg24) est prédictive du risque métastique dans le mélanome uvéal, et la
surexpression de PTP4A3 augmente la migration de cellules in vitro et I'invasion in vivo
(C. Laurent et al. 2011). La surexpression de PRL3 a été rapportée dans un bon nombre
de cancers et les fonctions de la protéine de PTP4A3/PRL3 ont été rapportées en lien
avec la prolifération cellulaire, I'angiogenese, etc. Il a été proposé que PTP4A3 puisse
jouer un réle dans la méthylation des histones H3K9 dans des modeéles de cancers
colorectaux et de leucémies myeloides aigués (Yongxia Liu et al. 2013; Chong et al.
2014). Plus récemment il a été montré que la surexpression de PRL3 perturbait le
fonctionnement du complexe RAP1/TRF2/PRL3 de protection des télomeres et donnait
lieu a une instabilité des télomeres et a une instabilité chromosomique caractérisée par
des anomalies de structure et du nombre de copies de chromosomes (S. Lian et al.
2017). Puisque des altérations au niveau des télomeres ainsi que des remaniements
chromosomiques ont également été caractérisés dans plusieurs modeles cellulaires
d'UM, il semblerait intéressant de caractériser le role de PTP4A3/PRL3 dans ces
modeles ainsi que dans une série d'UM contenant des réarrangements
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chromosomiques. Selon les résultats obtenus, la surexpression de PTP4A3/PRL3
pourrait constituer un évenement relativement précoce dans la tumorigénese des UM.

L'analyse de la conformation de la chromatine centrée sur PRAME a mis en évidence
des différences de conformation entre les mélanocytes normaux de la choroide et les
modeles MP41 et MP46, ou les contacts entre ZNF280A et PRAME sont importants,
resserrés autour de PRAME. Comme la résolution des données est limitée a 5kb, il parait
nécessaire d'améliorer la résolution de ces analyses de la conformation de la
chromatine pour mieux délimiter les sous-structures présentes sur cette région.

L'analyse intégrative a permis de détecter des niveaux d'expression élevés de PRAME
en utilisant une analyse standard (EASANA), ou une analyse de k-mers (Margais et
Kingsford 2011), réalisée par le Dr Joshua Waterfall, dans les modeles d'UM testés, alors
gu'absents dans les mélanocytes normaux. L'analyse de méthylation a montré une
démeéthylation du promoteur de PRAME, et les analyses de ChIPseq ont montre la
présence de marques activatrices comme H3K4me3, H3K27Ac, I'absence de marques
répressives comme H2Aub et H3K27me3, et la présence de fixation de CTCF. La
présence de ces différentes marques observées dans MP41 et MP46, participe tres
probablement a |'activation de PRAME dans ces cas agressifs. L'analyse de la topologie
d'in situ Hi-C, malgré une résolution maximale a 5kb, montre des contacts forts entre
la région de ZNF280B et PRAME, suggérant une organisation de I'ADN en épingle a
cheveux dans MP41 et MP46. Une analyse de la topologie ciblée par Capture-C,
pourrait permettre d'augmenter la résolution de I'analyse topologique, d'identifier des
sous-TAD en lien avec les données de ChIPseq de bonne résolution dont nous
disposons (H3K27ac, H3K4me3, et CTCF). L'analyse des données Encode a permis
d'identifier 20 facteurs de transcription surexprimés dans nos données et susceptibles
d'activer la transcription de PRAME. Ces facteurs de transcription comme RAD21, SMC3
impliqués dans le complexe Cohesin pour la formation de boucle d’ADN ou encore les
CDH1/2 impliqués sont des cibles intéressantes pour élucider la surexpression de
PRAME. Bien qu’une premiere inhibition transitoire de RAD21 pendant 72h n‘ait pas
permis de moduler |'expression de PRAME, des expériences dans des modéles
cellulaires n'exprimant pas PRAME pourrait étre engagées en surexprimant ces facteurs
de transcription. L'analyse de Capture-C pourrait compléter I'analyse des lors qu'une
expression de PRAME serait mesurée en PCR quantitative par exemple.

Le role de PRAME dans I'oncogenese des UM reste a éclaircir. PRAME a été décrit
comme facteur de transcription, cependant aucun enrichissement significatif n’est
observé dans nos comparaisons au niveau des genes surexprimés qui contiennent un
site de fixation décrit pour PRAME dans leur promoteur (-400+100bp) (Figure 61)
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PRAME a également été décrit comme répresseur des récepteurs nucléaires a l'acide
rétinoique (RAR : RARq, B et y) en interagissant avec EZH2, conduisant a I'inhibition de
I'arrét de la prolifération induit par I'acide rétinoique (Epping et al. 2005). Les cibles de
I'acide rétinoique sont p21 et RARPB. Parmi les genes co-regulés comme PRAME, EZH2
est surexprimé dans MP41 et MP46, et appartient a un compartiment actif dans les
modeles d'UM alors qu'inactif dans les NM. Les genes cibles de RAR comme RARa,
p21/CDKN1A, CYP26AT et HOXAT (di Masi et al. 2015) sont sous exprimés voire non
exprimés dans les modeles d'UM, suggérant un possible réle d'inhibition médié par
PRAME/EZH2. L'inhibition de PRAME par siRNA et le traitement par I'acide rétinoique
permettrait de vérifier dans nos modeles si l'inhibition de PRAME concomittant avec
I'acide rétinoique, réduit I'arrét de la prolifération et induit I'activation des cibles de
RAR. A ce jour, plusieurs siRNA contre PRAME ont été testés sur MP41 permettant de
réduire quasiment totalement |'expression de PRAME apres 48h ou 72h, sans effet sur
la prolifération. L'ajout d'acide rétinoique permettrait de tester la réactivation des
genes cibles.

PRAME et EZH2 ont également été proposés comme co-répresseurs du gene
supresseur de tumeur TRAIL/TNFSF10 (De Carvalho et al. 2013) du fait d'éléments de
fixation des récépteurs nucléaires a I'acide retinoique (RARE) présents dans la région
promotrice de TRAIL. Comme plusieurs travaux ont montré une relation directe entre
PRAME et EZH?2 et les voies de I'acide rétinoique (Takata et al. 2022; De Carvalho et al.
2013; Epping et al. 2005), il parait intéressant de vérifier s'il est possible de co-
immunoprécipiter PRAME et EZH2 dans les fractions nucléaires. S'il existe une
régulation en PRAME et EZH2, il serait intéressant de réaliser des lignées KO inductibles
de PRAME et tester si des modifications de H3K27me3 ont lieu, témoignant d'une
relation entre PRAME et l'activité de EZH2 de part sa fonction d'histone
méthyltransferase au sein du complexe PRC2. Ainisi, la caractérisation de la fonction de
PRAME dans le mélanome uvéal pourrait apporter de nouvelles pistes therapeutiques
selon le lien avec EZH2.

Les principaux résultats obtenus de ces travaux de these ainsi que les principales
conclusions et perspectives sont résumées sur la Figure 62.
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Figure 61: Recherche de génes régulés selon I'expression de PRAME.
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A) D'apres Cortessi et al, 2011. Profilage a I'échelle du génome de I'association de la PRAME avec
la chromatine. La liaison de la PRAME aux promoteurs se produit au niveau du site de démarrage
de la transcription (TSS.) Le graphique de fréquence des distances des sites de liaison de PRAME
par rapport au TSS montre que 83 % des sites promoteurs de PRAME sont situés entre -400 pb et
+100 pb, avec un pic a -87 pb. B) L'analyse des motifs identifie un motif CCAAT sous les pics de
promoteurs fixant PRAME, la séquence enrichie a été identifiée par GimmeMotifs. C) Les genes
couramment exprimés dans les modeles UM et NM ont été testés pour la présence ou l'absence
d'un motif CCAAT dans leur promoteur. Les génes régulés avec ou sans motif ont été comparés a
leur régulation dans les modéles UM. Aucun enrichissement significatif n'a été observé.

Percentage of genes (%)

with CCAAT motif no CCAAT motif

Not regulated genes 4886 (28.9%) 12023 (71.1%)
Regulated genes 671 (29.85%) 1577 (70.15%)
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Figure 62: Conclusions et perspectives de l'analyse intégrative visant a identifier les régulations
transcriptionelles dans le mélanome uvéal.
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La soutenance orale de David Gentien et la clarté avec laquelle il a réussi a présenter et
expliquer le sujet complexe de I'analyse multi-omique du mélanome uvéal ont permis de
démontrer ses qualités de pédagogue. Le travail réalisé est véritablement
impressionnant. Un effort important a été effectué au moment de l'oral pour présenter la
somme des données accumulées pendant toutes ces années lors d’'une soutenance bien
construite et dont le fil directeur était clairement mis en avant. Il faut souligner que la
recherche menée par David Gentien a été faite en paralléle de son travail de responsable
de plateforme nécessitant de concilier 'avancement de sa these avec ses obligations
envers ses utilisateurs.

David Gentien lors de la soutenance a aussi fait preuve d’'un grand esprit de synthése. Sa
présentation tres structurée par rapport au manuscrit a permis de clairement poser les
questions importantes et de souligner les aspects les plus novateurs de son travail. Une
sélection personnelle a été réalisée dans la sélection des données présentées pour
rendre la présentation accessible a tout I'auditoire. Il faut saluer la quantité de données
qui ont été générées qui seront utiles dans l'avenir a tous ceux qui travailleront dans le
domaine. On ne peut que souhaiter que ce travail puisse étre publié dans une revue
permettant de rendre facilement visible cette ressource inestimable.

L’échange ouvert et animé avec le jury qui a suivi la présentation orale, a couvert un
large spectre de questions auxquelles David Gentien a su répondre avec précision en
faisant non seulement preuve de maturité et de recul mais également de polyvalence
pour aborder aussi bien les questions expérimentales que les enjeux médicaux derriere
les résultats présentés. Le jury a été impressionné par ’honnéteté dont a fait preuve
David Gentien en indiquant précisément les limites de ses connaissances actuelles. Le
jury a eu plaisir a discuter avec un collegue chercheur suffisamment a I'aise pour qu’'on
lui pose des questions difficiles tout en faisant preuve d'un véritable esprit critique sur
les résultats produits. Méme si tous les aspects de son travail ont été abordés, David a su
conserver un fil directeur clair de son analyse. Il a ainsi démontré son intérét pour tous
les aspects technologiques de ce projet dont nous sommes certains que ses futurs
collegues pourront profiter sur sa plateforme.

Le jury a 'unanimité félicite David Gentien pour tout son travail et en conséquence, lui
décerne le grade de Docteur de I'université Paris-Saclay.

Stéphane Le Crom
Président du jury
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Abstract : Uveal melanoma (UM) is a rare cancer
resulting from transformation of melanocytes
residing in the uveal tract and is associated with
a very poor outcome in the metastatic setting.
Integrative analysis including copy number
alterations, DNA  methylation,  recurrent
mutations, and gene expression profiles, has
identified four molecular and clinical subsets in
UM.

To improve our understanding of UM
tumorigenesis, we performed an extensive
multi-omics characterization by comparing pure
melanocyte populations obtained from two
aggressive UM  patient-derived  xenograft
models (PDX) with normal choroidal
melanocytes (NM). Our study addresses for the
first time in UM, optical DNA mapping,
multispectral FISH analysis, specific
modifications of histone marks and Hi-C analysis
of DNA topology.

Comparisons of gene expression profiles
between aggressive UM and NM models

suggest that deregulation of DNA repair is a
hallmark of UM. In addition, high-resolution
cytogenetic analyses reveal evidence of
genomic instability in UM samples.

Our study also identified a deletion with
hypermethylated boundaries in the BAP1 gene
promoter that results in the absence of
expression of this gene, the inactivation of
which is associated with a high risk of
metastasis in UM patients. DNA topology
studies reveal stable compartments with TADs
containing the majority of differentially
expressed genes. Importantly, changes in
chromatin topology are associated with
upregulation of PRAME, a recognized
independent prognostic biomarker in UM and
a potential therapeutic target.

In conclusion, our study illustrates how multi-
omics integrative approaches can improve the
understanding of tumorigenesis and reveals
two novel mechanisms of gene expression
dysregulation in UM.
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Résumé: Le mélanome uvéal (UM) est un
cancer rare résultant de la transformation des
mélanocytes résidant dans le tractus uvéal et est
associé a un trés mauvais pronostic en situation
métastatique. L'analyse intégrative, comprenant
les altérations du nombre de copies, la
méthylation de I'ADN, les mutations récurrentes
et les profils d'expression génique, a identifié
guatre sous-ensembles moléculaires et cliniques
dans I'UM.

Pour améliorer notre compréhension de la
tumorigenese de I'UM, nous avons effectué une
caractérisation multi-omique approfondie en
comparant des populations de mélanocytes
purs obtenues a partir de deux modeles
agressifs de xénogreffes dérivées de patients
UM (PDX) avec des mélanocytes choroidiens
normaux (NM). Notre étude aborde pour la
premiere fois dans 'UM, la cartographie optique
de I'ADN, l'analyse FISH multispectrale, les
modifications  spécifiques  des  marques
d'histones et I'analyse de la topologie de I'ADN
par Hi-C. Les comparaisons de profils
d'expression génique entre les modeles d'UM
agressif et les NM suggeérent que la dérégulation
de la réparation de I'ADN est une

caractéristique de I'UM. De plus, des analyses
cytogénétiques a haute résolution révelent
des signes d'instabilité génomique dans les
échantillons d'UM.

Notre étude a également identifié une
délétion avec des limites hyper méthylées
dans le promoteur du géne BAPT qui se traduit
par I'absence d'expression de ce géne dont
I'inactivation est associée a un risque élevé de
métastases chez les patients UM. Les études
de topologie de [I'ADN révelent des
compartiments stables avec des TAD
contenant la majorité des genes exprimés de
maniére différentielle. Il est important de noter
que les modifications de la topologie de la
chromatine sont associées a une régulation a
la hausse de PRAME, un biomarqueur
pronostique indépendant reconnu dans I'lUM
et une cible thérapeutique potentielle.

En conclusion, notre étude illustre comment
les approches intégratives multi-omiques
peuvent améliorer la compréhension de la
tumorigenese et révele deux nouveaux
mécanismes de dérégulation de |'expression
génique dans I'UM.




