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— RESUME
Cet article présente les données épidémiologiques et cliniques de 2350 cas de tumeurs mélanocytaires
canines collectées en France. Nous avons réalisé la caractérisation histologique (n = 153) et génétique
(n = 100) d'un sous-groupe de mélanomes dont les résultats ont été comparés aux données des méla-
nomes humains. Les mélanomes apparaissent aux mémes sites anatomiques chez le chien et 'Homme,
mais avec des fréquences et des sévérités différentes. Nous montrons les prédispositions raciales des méla-
nomes canins et I'intérét de ce modéle pour rechercher les genes prédisposant difficiles a identifier chez
I'Homme. Des mutations somatiques dans les génes NRAS et PTEN ont été détectées dans les mélanomes
buccaux canins, précisément aux mémes points chauds (hotspots) que les mutations de ces génes chez
I'hnomme. Au contraire, aucune mutation dans le géne BRAF n'a été retrouvée dans les échantillons canins
analysés. Ce travail met en lumiére les homologies et différences entre les types de mélanomes
humains et canins et démontre la force du modeéle canin pour analyser les voies de signalisation non
UV-dépendantes des mélanomes humains, particulierement dans les types muqueux et acraux.

Mots-clés : mélanomes, chiens, oncologie comparée, classification histogénétique, mutations somatiques, voies
non-UV.

— SUMMARY

This paper presents epidemiological and clinical data from 2350 cases of melanocytic tumours from
dogs sampled in France. In addition, we present the histological and genetic characterization of sub-
sets of melanoma cases (n=153 and n=100, respectively), with a comparative aspect to human
melanomas. Dog melanomas occur at the same anatomical sites than human melanomas, but with
different frequency and severity. We demonstrate that the specificities of dog melanomas make them
good models to understand the non-UV pathways of human melanomas. Interestingly, somatic muta-
tions in oral canine melanomas were detected in the NRAS and PTEN genes, precisely at the same
hotspots as human mutations. In contrast, mutations in the BRAF gene were not detected. This paper
highlights the similarities and differences of dog and human melanoma types and the strong poten-
tial of dog melanomas to decipher the non-UV light pathways in different melanoma types, espe-
cially mucosal and acral types.

Key words: melanomas, dogs, comparative oncology, histogenetic classification, somatic mutations, non-UV
pathways.
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INTRODUCTION

Chez le chien, les tumeurs mélanocytaires touchent de nom-
breuses races et présentent une forte homologie clinique avec
les mélanomes humains. Ce cancer représente 7% des tumeurs
malignes chez le chien (Smith et al. 2002). Comme chez
I'Homme, différentes localisations existent chez le chien,
avec des spécificités raciales trés marquées. La localisation
mugqueuse est la plus fréquente et la plus grave, avec notam-
ment les tumeurs buccales dont 90%, trés invasives, sont de
caractere malin et de pronostic sombre. Le caniche est parti-
culierement prédisposé mais d’autres races comme le golden
retriever ou le labrador sont également touchées. Les locali-
sations cutanées sont fréquentes chez le chien, et certaines races
sont particulierement prédisposées, mais dans 50 % des cas, ces
tumeurs ne sont pas malignes : appelées mélanocytomes, elles
se rapprochent des naevus humains. Le schnauzer développe
presque exclusivement des mélanomes cutanés a localisation
digitée et des mélanomes unguéaux, ceux-ci sont particulie-
rement malins. Certaines autres races, au contraire dévelop-
pent autant de mélanomes cutanés que de mélanocytomes. La
caractérisation clinique et histologique de ces différents types
de mélanomes canins, a déja fait 'objet de plusieurs publica-
tions (Ramos-Vara et al. 2000 ; Smith et al. 2002 ; Bergman
etal. 2007 ; Spangler & Kass, 2006 ; Smedley et al. 2011).

En revanche, les homologies cliniques, histologiques, et
génétiques entre mélanomes humains et canins n’avaient a ce
jour jamais été renseignées. Comme le chien est, apres
I"'Homme, Pespece bénéficiant du meilleur suivi médical,
puisqu'il est un membre de la famille a part entiére et qu'il par-
tage notre environnement (alimentation, stress, toxiques et
produits cancérogeénes), il apparaissait intéressant de dresser
les homologies et les différences entre les différents types de
mélanomes chez 'Homme et le chien, étape préliminaire
essentielle aux études génétiques et thérapeutiques envisagées

avec ce modele.

Lobjectif de notre étude est, a partir de cohortes de chiens de
différentes races, d’identifier les types de mélanomes par la cli-
nique et 'anatomo-pathologie et d'entreprendre leur analyse
génétique afin de rechercher si des homologies existent avec
certains types de mélanomes humains. Notre hypothese est que
certains types de mélanomes dans certaines races canines
constitueraient des modeles d’étude intéressants pour des types
de mélanomes homologues chez 'THomme. Aprés un rappel de
la pathologie humaine, nous présenterons nos résultats et dis-

cuterons de leur portée.

LES MELANOMES CHEZ L'HOMME

Chez 'Homme, le mélanome, dans sa forme cutanée, reste le
cancer de la peau le plus grave, dont I'incidence est en
constante augmentation, notamment du fait de 'exposition
accrue des populations caucasiennes au soleil. Pour les autres
localisations anatomiques, plutot cachées du soleil (muqueuses,
localisations acrales” dont unguéales, oculaires), I'étiologie est
mal connue et le pronostic est généralement sombre. Les
mélanomes sont trés hétérogénes, selon leur localisation ana-
tomique et leur origine génétique. Lhétérogénéité de leur
réponse aux traitements et leur résistance résultent des diffé-
rentes voies de signalisation impliquées et d’une part envi-
ronnementale peu connue. Actuellement, il n’existe aucune thé-
rapie efficace pour lutter contre les formes métastatiques ; aussi
les efforts de recherche portent-ils sur la recherche des méca-
nismes cellulaires et moléculaires assurant 'apparition et la crois-
sance de ces différents types de mélanomes et sur le dévelop-
pement de traitements alternatifs (thérapies ciblées,
radiothérapie, immunothérapies).

Selon leur localisation et leurs caractéristiques cliniques et his-
topathologiques, on distingue :

- les mélanomes cutanés : le SSM (mélanome a extension super-
ficielle) et le mélanome de Dubreuilh sont les plus fréquents
(90%) et touchent principalement les individus & peau claire.
Ils sont induits, entre autres, par les modifications structurales
causées 2 PADN par les UV solaires (Tran et al. 2008) ;

\

les mélanomes muqueux et cutanéo-muqueux, comme les acro-
lentigineux® et muco- lentigineux, sont moins fréquents et
affectent des zones du corps non exposées au soleil et les
mugqueuses. Ces formes touchent tous les phototypes et plus
souvent les individus a peau trés pigmentée ;

\

d’autres types sont plus rarement diagnostiqués, comme les
mélanomes simulant des naevus, les mélanomes de type
animal, trés rares de bon pronostic, formés de foyers ou d'un
nodule dermique de mélanocytes épithélioides hyperpig-
mentés similaires a ceux des mélanomes équins, les mélanomes
congénitaux de I'enfant, les mélanomes oculaires ...

Ces types de mélanomes ont donc pour origine des mécanismes
génétiques et physiopathologiques trés différents qui, pour les
mélanomes ne résultant pas forcément d’'une exposition au soleil,
restent encore largement inexplorés. Ces cancers ont un
impact majeur en santé publique et la médecine se retrouve face
a des impasses thérapeutiques. Malgré les efforts déja engagés
avec des modeles murins pour identifier de nouveaux génes et
développer des thérapies innovantes, la disponibilité¢ d’'un
modele de grande taille présentant des tumeurs spontanées, par-
tageant de surcroit notre environnement, constitue une occa-
sion unique pour mieux comprendre les mécanismes en cause
dans ces différents types de mélanomes.

(7) En dermatologie en particulier, I'adjectif acral désigne a la fois la téte , les coudes , les mains, les genoux et les pieds.
(8) Le mélanome acral lentigineux est un mélanome des zones non photo-exposées: paumes, plantes et ongles.
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MATERIEL ET METHODES

Pour réaliser ce travail, nous avons recueilli les données de
tumeurs mélanocytaires, grace a la collaboration avec des
laboratoires d’histopathologie vétérinaire (LAPVSO et IDEXX),
qui nous ont donné accés a leurs données. Nous avons ainsi tra-
vaillé sur 2350 cas de tumeurs mélanocytaires canines. Nous
nous sommes également appuyés sur la Bio banque Cani-
DNA, créée et développée par notre équipe au CNRS de
Rennes (http://canidna.univ-rennesl.fr) (figure 1). Cette
Biobanque est constituée d’ADN extraits du sang de chiens
atteints de différentes maladies et de chiens indemnes des
mémes races, comme témoins sains, I’ ARN et ’ADN extraits
de tissus de ces mémes chiens ; tous ces prélévements ont été
effectués par des vétérinaires, essentiellement en France, grace
a un réseau incluant les vétérinaires praticiens, les laboratoires
d’histopathologie, des éleveurs et plus récemment, les quatre
Ecoles nationales vétérinaires. Cette Biobanque est entrée
dans un réseau de biobanques d’animaux domestiqués CRB-
Anim, soutenu par un projet « Investissement d’avenir », lui don-
nant ainsi une dimension nationale.

Par ce réseau, trés efficace, nous avons mis ’accent sur la col-
lecte de prélevements de cas de mélanomes et pres de 700 pré-
levements sanguins et 250 prélevements de tissus tumoral et
tissus sains, de chiens atteints de tous types de mélanomes ont

Réseau vétérinaire

e

Ecoles vétérinaires, Antagene,
praticiens, laboratoires
d’histopathologie

Modéles spontanés

de mélanomes :

S

Collecte de sang
et de tissus

——

buccal, cutane, digité, unguéal, oculaire

ainsi été obtenus a ce jour, accompagnés des informations cli-
niques et généalogiques correspondantes. La mise a jour régu-
liere du statut des individus atteints a été effectuée pour assu-
rer le suivi du chien (traitements, longévité). A ce jour, nous
avons suivi 300 des cas collectés pendant quatre ans. Cette col-
lecte, avec suivi clinique des chiens, se poursuit pour complé-
ter les cohortes de chiens qui seront utilisées pour les analyses
génétiques.

RESULTATS

La caractérisation des mélanomes du chien a été réalisée sur les plans
épidémiologique et clinique, histopathologique et génétique. Ce
travail a fait 'objet d'une publication (Gillard et al. 2014).

Résultats épidémiologiques

Gréace a l'analyse de 2350 cas de tumeurs mélanocytaires, nous
démontrons l'existence de prédispositions raciales selon le type
de mélanome, avec des valeurs statistiques significatives
(tableau 1). La race Caniche est notamment prédisposée aux
mélanomes de la cavité buccale (77%), les races Berger de
Beauce, Rottweiler et Schnauzer 'étant aux mélanomes cuta-
nés et digités (80%, 69% et 63%). Toutefois, les retrievers déve-
loppent les deux types de mélanome, buccal et cutané (tableau
1). Globalement, si I'on considere 'ensemble des tumeurs méla-

Bio-banque Cani-DNA

10 000 ADN de chiens
2000 tissus (ARN et ADN)
300 races

Sains / malades

Qualité 1SO 9001
Lagoutte et al., in prep

v

700 échantillons de sang

\25‘0 échantillons de tissus
¥ ; g 7

Figure 1 : lllustration de la Bio banque CaniDNA (http://canidna.univ-rennes] .fr). Elle est constituée d’ ADN extraits de prélevements sanguins de chiens et I’ ARN
extraits de tissus, prélevés grice a un réseau incluant les écoles vétérinaires, des laboratoires d’anatomopathologie, des vétérinaires praticiens et spécialisés et des éleveurs.
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45% (1063/2350)

77% (181/237) ***

20% (15/76)

27% (53/193)

38% (12/32)

43% (94/217)

51% (1205/2350) 4% (82/2350)
22% (53/237) 1% (3/237)
80% (61/76) *** 0% (0/76)
69% (133/193) *** 4% (7/193)
63% (20/32) 0% (0/32)
52% (112/217) 5% (11/217)

Tableau 1: Distribution des 2350 tumeurs mélanocytaires canines et corrélation entre le site anatomique et la prédisposition raciale. Proportion de mélanomes
muqueux, cutanés ou oculaires au sein des tumeurs mélanocytaires. Les caniches sont particuliérement prédisposés aux mélanomes buccaux, alors que les beau-
cerons, rottweilers and schnauzers sont plus souvent atteints de mélanomes cutanés ; chez les Labrador retrievers, les mélanomes peuvent présenter les deux loca-

lisations, cutanée ou buccale.
Les astérisques indiquent la significativité statistique (P value < 0.001).

nocytaires (mélanomes et mélanocytomes), 45% sont buccales
et 44% sont cutanées, (figure 3A). Mais la malignité de la
tumeur et la sévérité de l'affection sont a considérer selon la
localisation de la lésion ; 62% des mélanomes sont buccaux et
seulement 27% sont cutanés, (figure 3B). Si I'on calcule les
proportions de mélanomes pour chaque type de localisation,
parmi les tumeurs mélanocytaires (figure 4), on observe que
97 % des mélanomes buccaux canins sont malins avec un fort
pouvoir métastatique ; au contraire, les mélanomes cutanés
apparaissent moins agressifs avec seulement 43% de mélanomes
malins ; les mélanomes digités et unguéaux, comportant res-
pectivement 84% et 100% de tumeurs malignes, sont de loin

3% 3%

A Tumeurs

mélanocytaires

[ | Oral / Mucosal
B cutanecus
M Digit

Ungual

a4%

4% 1%

Mélanomes

M oral / Mucosal
. Cutaneous
I Digit

Ungual

2%

Ocular

100%

Ocular 80%

60% |

40%

20%

0%

plus agressifs que ceux affectant une peau recouverte de poils
; les mélanomes oculaires sont les mélanomes les moins agres-
sifs comparés a ceux des autres sites, avec seulement 29% de
forme maligne. Quant a la prédisposition liée au sexe, nous
n’avons pas observé de différence pour les mélanocytomes, mais
une nette différence pour les mélanomes, les males étant plus
atteints que les femelles, selon un rapport de 1,4 males pour
une femellle (pour les localisations buccales). De méme pour
I'age d’apparition, les mélanocytomes se déclarent a I’age
moyen de 8,8 ans, alors que les mélanomes apparaissent chez
les vieux chiens, d'un 4ge moyen de 11 ans, significativement
différent.

. Melanoma
3% | Melanocytoma
371063

57% 16%
5851033

1% 30%
GOA2350

18112 58182

Oral f Mucosal  Cutaneous Digit Ocular All anatomical

locations

Ungual

Figure 4 : Malignité de la tumeur en fonction de la localisation anatomique.
Proportions de mélanomes par rapport au (bénignes et malignes) pour chaque type de
localisation : Pour les tumeurs mélanocytaires buccales, 97 % sont malignes ; pour les

mélanomes cutanés on observe seulement 43% de mélanomes malins ; pour les méla-

Figure 3 : Distribution des tumeurs mélanocytaires, (mélanomes et
mélanocytomes) (A) ; et des mélanomes seulement (B), selon la loca-
lisation anatomique.

nomes digités et unguéaux, on observe 84% et 100%, respectivement, de tumeurs
malignes ; pour les mélanomes oculaires, les moins agressifs on observe seulement 29%
de forme maligne.
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Résultats anatomopathologiques

Sur le plan histologique, contrairement a la majorité des
tumeurs mélaniques humaines, les proliférations mélanocytaires
chez le chien sont tres majoritairement dermiques, sans effrac-
tion de la lame basale et ce, quelle que soit leur localisation, cuta-
née ou buccale (figure 5A). Des correspondances morpholo-
giques entre les mélanomes canins les plus fréquents et les
mélanomes humains ont été établies. Deux types de proliféra-
tion ont été repérées: les mélanomes simulant un naevus (de
type naevocytoide) et les mélanomes de type animal (figure 5B
et 5C et tableau 2). Les mélanomes simulant un naevus
représentent 70 % des mélanomes canins et correspondent en
général a de petites cellules rondes ou fusiformes, peu pig-
mentées, avec beaucoup de mitoses ; macroscopiquement ce
sous-type est une forme grave de mélanome qui peut se déve-
lopper a partir d'un naevus dermique préexistant (naevus de
Spitz, naevus bleu et naevus congénital géant). Les méla-
nomes de type animal représentent 17% des mélanomes canins
et sont le plus souvent des proliférations bénignes, trés pig-
mentées, avec peu de mitoses qui, paradoxalement, peuvent pré-
senter la particularité de posséder un fort pouvoir métastatique
(Zembowicz et al. 2004 ; Zembowicz et al. 2011).

Résultats génétiques

Recherche de mutations somatiques participant au
développement tumoradl : étude pilote

Afin de rechercher la présence de mutations somatiques dans
les tissus tumoraux de chiens atteints de mélanomes nous
avons cherché, dans un premier temps, si nous retrouvions
de maniere récurrente des mutations déja connues dans cer-
tains types de mélanomes chez "'Homme. En effet, la mise en
évidence d’altérations génétiques somatiques spécifiques des
localisations anatomiques et du type d’exposition au rayon-
nement solaire a ouvert la voie a une nouvelle classification
des mélanomes humains reposant sur le type d’altérations
génétiques et les caractéristiques histologiques de la tumeur
(Whiteman et al. 2011). Nous avons ainsi sélectionné six
genes fréquemment mutés dans différents types de mélanomes
humains : BRAF, NRAS, PTEN, KIT, GNAQ et CDK4 et
nous avons recherché des mutations dans les génes ortho-
logues du chien. Pour ce faire, les ADNc (ADN complé-
mentaires) d’une centaine de cas de mélanomes canins (80
mélanomes buccaux et 20 mélanomes cutanés) ont été pré-
parés a partir des ARN extraits des tissus collectés.

Tous sites anatomiques Mugqueux Cutané Oculaire

. 72% 77% 66% 0%
preliEeoteils (110/153) (85/110) (25/38) (0/5)
. 16.5% 10.5% 100%

Type Animal 25/153) 14.5% (16/110) (4/38) (5/5)

. 4.5% 5.5% 2.5% 0%
Composite (71153) (6/110) (1/38) (0/5)

. 6.5% 3% 18.5% 0%
Pléomorphique (10/153) (3/110) (7/38) (0/5)

SSM 0.5% 0% 2.5% 0%
(1/153) (0/110) (1/38) (0/5)

Tableau 2: Distribution des mélanomes canins muqueux (n=110), cutanés (n=38) et oculaires (n=5) selon la classification histologique des mélanomes en cours
chez 'Homme. Par exemple, sur 110 mélanomes canins de type névocytoide, 85 sont muqueux et 25 cutanés.

SSM: superficial spreading melanoma.

A Mélanomes dermiques

B C

Mélanomes « type congenital » (nevocytoid): 70 %
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Mélanomes « type animal » :17%

Figure 5 : Données histologiques : A: proli-
fération dermique de mélanocytes, sans effrac-
tion de la lame basale, observée dans la majo-
rité des cas de mélanomes canins. B et C :
correspondances morphologiques entre les
mélanomes humains et canins: B : le mélanome
névocytoide «simulant un naevus» ou névus
congénital, représente 72% des mélanomes
canins, il comporte de nombreuses atypies
cellulaires et beaucoup de mitoses, il n’est pas
pigmenté et C: le mélanome de «type animal»,
représente 17% des mélanomes canins, il for-
tement pigmenté et en fonction du nombre de
mitoses, invasif (mélanome) ou non invasif
(mélanocytome) (Clichés : Dr. B. Vergier).
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Les genes d’intérét ont été amplifiés a partir des ADNc, puis
séquencés. Ce séquencage, bien que concernant un petit
nombre de génes, nous a permis de montrer 'existence, chez
le chien, de mutations somatiques dans les mémes génes que
chez 'Homme et plus précisément, aux mémes points chauds
(hotspots). Ainsi, sur 80 cas de tumeurs buccales : deux chiens
présentent des mutations somatiques dans le g¢ne NRAS, sur
le hotspot de mutation du codon Q61 et deux autres chiens, des
mutations dans le ggne PTEN au codon G251, hotspot de muta-
tions complexes chez 'Homme (figure 6).

Recherche systématique d’altérations somatiques par
approche RNAseq (en cours)

Les compétences en bioinformatique de 1'équipe et la dispo-
nibilité d’acides nucléiques (ADN et ARN) issus de tissus tumo-
raux et sains nous permettent d’entreprendre, d’une fagon
systématique, I'identification de variants somatiques, présents
dans les tissus tumoraux et absents des tissus sains, ainsi que le
différentiel d’expression des transcrits (DE) entre tissus sains
et tissus atteints.

Pour étudier le transcriptome des mélanomes canins (ensemble
des ARN présents dans 'échantillon et reflétant les genes expri-
més dans le tissu concerné), des prélévements de tissus ont été
collectés a la fois dans la tumeur et dans le tissu sain corres-
pondant (échantillons appariés), pour 30 cas de mélanomes,
essentiellement des mélanomes buccaux. A heure actuelle,
nous sommes dans la phase de production des données pour ces
échantillons appariés répartis en trois différentes races parti-
culierement prédisposées aux mélanomes (caniche, golden
retriever et labrador retriever).

Nous avons d’abord séquencé les ARN appariés issus de trois
échantillons qui correspondent a un projet pilote pour le
séquencage massif de tous les ARN par une approche appelée
«RNA-seq », réalisée au Centre National de Génotypage
(CNG Evry, France). Nous avons identifié, en fonction des trois
cas de mélanome, entre 118 et 234 variants somatiques non
synonymes dans les ARN de génes ; ces mutations somatiques
ont été trouvées de facon récurrente dans 44 génes. Cette liste
de 44 génes mutés chez le chien est en cours d’analyse et nous
la comparerons avec la liste de mutations somatiques identifiées
chez 'Homme.

Cette premiere approche nous a servi a définir les meilleures
stratégies de fabrication des banques d’ARN et de séquencage,
a tester les logiciels d’analyses et le cas échéant, a développer
des améliorations. Nous avons pu également vérifier la qualité
des ARN, la couverture du séquengage, la longueur et la qua-
lité des lectures. Les résultats permettront d'établir un catalogue
de 'ensemble des mutations somatiques dans les régions trans-
crites du génome canin, des événements de fusion de génes non
contigus, leur conférant des expressions différentes dans les
tumeurs étudiées, ainsi que des expressions géniques différen-
tielles entre individus malades et individus sains. Ces altérations
somatiques (fusions de geénes, nouveaux transcrits, expres-
sions différentielles et mutations somatiques) sont-elles bien spé-
cifiques des individus atteints ? Ont-elles un sens biologique,
autrement dit, ont-elles un role dans 'apparition des mélanomes
(variants driver”)? Répondre a ces questions requiert des outils
bioinformatiques de plus en plus performants et des outils de
validation biologique, comme des clonages en vecteur d’ex-
pression, des modeles murins, ou tout autre méthode de vali-
dation biologique, voire de modélisation moléculaire.

Séquencage des cDNA de génes fréquemment mutés dans différents types de mélanomes chez
I'Homme : : BRAF, NRAS, KIT, PTEN, GNAQ de 100 cas de mélanomes de chiens

Mélanome cutané

20 Cas — No mutation

Mélanome buccal

3 chiens avec mutations de NRAS
au hotspot (Q61H) chez I'lhomme

COSMIC: Catalogue Of Somatic Mutation In Cancer

2 chiens avec mutations de PTEN
Au hotspot de mutations
complexes (G251) chez 'homme

Doy _povcaa1e

Figure 6 : Données génétiques : mise en evi-
dence de mutations somatiques des genes
NRAS et PTEN dans les mélanomes muqueux
chez le chien, aux mémes points chauds (hots-
pots) que dans les mélanomes humains. (cli-
chés : Dr. Delverdier et Dr. Péricard).

G251 |

(9) Le cancer est une maladie associée a de nombreuses mutations de génes entrainant la perte du contréle des fonctions cellulaires vitales. Parmi ces génes mutés, on
définit les génes driver lorsque leur mutation joue un réle causal dans I'oncogenése, alors que les génes passenger sont considérés comme étant sans rapport avec le

développement du cancer.
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Recherche de génes de prédisposition aux différents
types de mélanomes par approche GWAS (genome
wide association studies) (en cours)

La mise en place d’'une recherche de génes de prédisposition s’ap-
puie sur des collections de prélevements d’ADN d’un grand
nombre de chiens atteints d’un type de mélanome et ’ADN
de chiens indemnes, de la méme race. Nous disposons, a
I'heure actuelle, de 700 prélévements sanguins de chiens, de dif-
férentes races, atteints de mélanomes de différents types. Afin
de réaliser ces analyses génétiques dans tout le génome (ana-
lyses pan-génomiques par approche GWAS), nous avons orga-
nisé nos échantillons ’ ADN par race et par type de mélanome
: I'objectif est de trouver des régions génomiques de prédispo-
sition spécifiques aux mélanomes étudiés, par race, par type et
des régions génomiques de prédisposition communes aux méla-
nomes buccaux et cutanés, par exemple. Ainsi, nous avons sélec-
tionné 100 échantillons '’ ADN provenant de caniches porteurs
d’un mélanome buccal, pour lesquels nous possédons les infor-
mations cliniques détaillées et le diagnostic histologique et 100
autres échantillons d’ADN, provenant de caniches indemnes
de cancer, d’Age supérieur a 12 ans. Les analyses génétiques de
type GWAS, autrement dit le génotypage de ces 200 échan-
tillons est réalisé avec des puces canines pan-génomiques de 170
000 SNPs (Illumina HD) et les analyses statistiques sur le
génome entier sont actuellement en cours a I'aide d’outils infor-
matiques tel que le logiciel PLINK. (http://pngu.mgh.har-
vard.edu/~purcell/plink). Pour compléter ces analyses, 300
autres échantillons  ADN sont en cours de génotypage : ils pro-
viennent de chiens, de plusieurs races, atteints de mélanomes
cutanés ou muqueux.

Les races canines se prétent bien a ce type de criblage des
génomes car, lors de leur création et de leur maintien, des alté-
rations génomiques spécifiques ont été sélectionnées, comme
des altérations simples (mutations ponctuelles) ou des altéra-
tions complexes [(mutations concernant un plus grand nombre
de bases, indels'®, combinaisons de mutations ponctuelles et d'in-
dels, variations du nombre de copies d’une région génomique

(CNV), etc.]

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ce projet d'oncologie comparée et de recherche des bases géné-
tiques des mélanomes canins est maintenant bien engagé. En
prés de cinq ans, nous avons caractérisé différents types de méla-
nomes canins et démontré leur homologie avec des types de
mélanomes chez 'Homme : muqueux, acral, unguéal (ALM
Acral lentiginous melanoma) (Gillard et al. 2014). Ce travail
montre que les mélanomes buccaux chez le chien dans des races
prédisposées peuvent servir de modeles spontanés de mélanomes
muqueux non-UV induits chez ’Homme, mais aussi de méla-
nomes UV-induits.

Les mélanomes chez le chien constituent de bons modeles du
développement naturel des mélanomes humains, particuliere-
ment pour en explorer les voies de signalisation non-UV
dépendantes, puisque les mélanomes chez le chien ne sont pas
directement liés a 'exposition aux UV. Effectivement, ces méla-
nomes, quasi-exclusivement intra-dermiques, affectent des
races canines, le plus souvent noires, et sont essentiellement des
mélanomes buccaux (muqueux) ou bien affectent des parties
de peau couvertes de poils. De facon concordante, nous trou-
vons chez le chien, dans les mélanomes muqueux (3/80 cas de
mélanomes buccaux), des mutations somatiques de NRAS, géne
muté dans les situations de moindre exposition au soleil chez
’'Homme (exposition faible et non réguliere, dite intermittente).
Au contraire, 'oncogéne BRAF qui est muté dans plus de 50
% des cas de mélanomes liés au soleil (exposition réguliere et
répétée, dite chronique) chez I'homme, n’a jamais été trouvé
muté chez le chien. Ainsi, fort de ces premiers résultats de
séquencgage de génes candidats, nous avons engagé la recherche
systématique de mutations somatiques récurrentes, par RN Aseq.
Lobjectif est de déterminer les variants récurrents driver'?, les
différences d’expression et les transcrits de fusion dans les échan-
tillons de chiens atteints par rapport a ceux de chiens sains ;
si des altérations sont mises en évidence dans de nouveaux génes
chez le chien, nous rechercherons leur présence chez ’lhomme,
dans les types de mélanomes homologues. Dans une recherche
des genes de prédisposition, lors d’études d’association génétiques
(GWAS), on peut espérer obtenir des locus de prédisposition,
par race de chien, par type de mélanomes et vérifier si ces locus
sont déja décrits chez 'Homme ou proposer 'implication
potentielle de nouveaux génes prédisposant.

CONCLUSION

Ce premier travail sur des cas rétrospectifs de mélanomes chez
le chien et les données d’oncologie comparée sur les plans cli-
nique, histopathologique, épidémiologique nous ont renseignés
sur les spécificités des mélanomes de chaque espece
(homme/chien) et sur les sous-types de mélanomes homologues
entre 'Homme et le chien.

De plus, lefficacité du réseau vétérinaire que nous avons mis
en place pour la collecte des prélevement de mélanomes
canins a déja permis I’analyse des mutations somatiques, par une
approche de genes ciblés sur des génes d’intérét dans les méla-
nomes humains et aussi par une approche «omique», non ciblée,
visant le séquencage de la totalité des génes transcrits dans un
tissu atteint (transcriptome) pour les comparer aux transcrits
dans le méme tissu sain (travail en cours). Ces approches sont
importantes pour comprendre la progression tumorale sur un
terrain génétique et un environnement donné, mais ce qui fait
tout I'intérét du modele Chien est la prédisposition tout a fait
remarquable de certaines races a développer certains types de

(10) désigne une insertion ou une délétion dans une séquence d’ADN par rapport a une séquence de référence. On peut mettre en évidence des indels lorsqu'on effectue

des comparaisons au moyen de programmes d‘alignement de séquences.
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mélanomes. Nous faisons ’hypothese que les geénes de prédis-
position & certains types tumoraux dans les races canines a risque
refletent Phétérogénéité des genes de prédisposition impliqués
chez ’'homme, pour les types tumoraux homologues. Ainsi, nous
avons engagé des analyses génétiques sur 200 échantillons
d’ADN de Caniches (100 atteints de mélanomes buccal et 100
indemnes) et le travail de génotypage et d’analyses statis-
tiques est en cours.

Lintégration de ces données « qualitatives » d’expression avec
les études d’association génétiques (GWAS) nous donnera des
éléments sur les liens entre les génes de prédisposition identi-
fiés et les voies de signalisation dérégulées, affinant ainsi la carac-
térisation des mécanismes impliqués dans I’apparition et la pro-

gression des mélanomes cutanés et buccaux canins. Ces éléments
offriront des pistes 2 étudier dans les mélanomes homologues

chez ’'Homme.

Les mélanomes canins représentent de bons modeles pour la
génétique et la thérapie des mélanomes muqueux ou acraux chez
I'Homme, ils représentent également des modeles intéressants
pour les mélanomes humains, exposés au soleil, dont les voies
de signalisation non UV-dépendantes ne sont par particulie-
rement analysées. Les mélanomes canins constituent donc
des modeles pertinents pour les mélanomes humains liés aux
UV ou non, qui utilisent les deux types de voies pour leur déve-

loppement et leur progression tumorale.
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