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Resumeé

Le mélanome uvéal (MU) est la principale forme de cancer intraoculaire possédant
la capacité d’engendrer des métastases au foie et aux poumons des patients
atteints, cette maladie est incurable et fatale dans les 8 mois suivant le dépistage
des métastases. Grace a des analyses en profilage génique sur biopuces a ADN,
une signature moléculaire de 12 génes dérégulés permettant de subdiviser les MU
en deux classes: a faible (classe 1) ou haut (classe 2) risque d’évoluer vers le
stade métastatique a pu étre identifiée. Parmi les 4 génes de la classe 2, la
surexpression du géne codant le récepteur 2B de la sérotonine (HTR2B) est
I'indice le plus fiable menant a I'identification des patients a risque d’évoluer vers la
maladie métastatique. Cette étude a pour but de caractériser le promoteur de ce
géne et les mécanismes moléculaires menant a sa surexpression aberrabte dans
les lignées métastatigues de MU. Différents segments du promoteur du géne
HTR2B ont été clonés dans le plasmide pCATbasic, puis introduits par transfection
dans les lignées cellulaires MU. Des analyses d’interférence de méthylation au
diméthylsulfate (DMS) et de retard sur gel de polyacrylamide (EMSA) ont été
réalisées afin de démontrer la liaison de facteurs de transcription (FTs) au
promoteur HTR2B. La transfection des délétants HTR2B/CAT a permis d’identifier
des régions régulatrices positives et négatives en amont du promoteur HTR2B.
Les analyses EMSA et d’interférence de méthylation au DMS nous ont permis de
démontrer la liaison des FTs NFl et RUNX1 au promoteur du géne HTR2B. Ce
projet permettra de mieux comprendre les mécanismes moléculaires responsables
de la surexpression du gene HTR2B et de définir de nouvelles cibles
thérapeutiques qui pourraient permettre le dépistage des patients a risque

d’évoluer vers la maladie métastatique.



Abstract

Uveal melanoma (UM) is the most common type of primary intraocular tumor in the
adult population. UM will propagate to the liver as the first metastatic site. Once
this organ is invaded, survival becomes a matter of months for the patient as no
treatment has proven to be effective. Among the candidates from the class Il gene
signature, the serotonin receptor-encoding gene (HTR2B) appears to be the most
discriminating as its expression strongly increases in the tumors that will progress
toward liver metastases. Our study aims at characterizing the molecular
mechanisms that lead to this aberrant expression of HTR2B in metastatic UM cell
lines. Expression of HTR2B was monitered by microarrays in a variety of UM cell
lines. Various segments from the promoter and 5’-flanking sequence of the HTR2B
gene were cloned upstream the CAT gene in the plasmid pCATbasic. The genomic
areas of interest were 5’end-labeled and used as probes in electrophoretic mobility
shift assays (EMSAs). DMS methylation interference footprinting was also used to
precisely position the DNA target sites for transcription factors (TFs) that bind the
HTR2B regulatory regions. Transfection analyses revealed that the upstream
regulatory regions of HTR2B promoter is made up of a combination of alternative
positive and negative regulatory elements. Repressive regions also bear a high
number of target sites for the TF NFl. EMSA analyses provided evidence that
multiple NFI isoforms can interact with the promoter of the HTR2B gene. In
addition, the TF RUNX1 was shown by DMS methylation interference footprinting
to bind a target site from the HTR2B distal silencer element. This project will help
understand better the molecular mechanisms accounting for the abnormal
expression of HTR2B in uveal melanoma. In the long term, this study will allow us
to identify new potential targets that could help screening patients at high risk of
evolving toward the liver metastatic disease.
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1. Chapitre 1

1.1 Introduction

L’évolution de I'espece humaine lui a conféré cinq sens qui lui permettent
d’analyser et d’interagir avec son environnement de maniere adéquate. Ainsi, une
altération ou une perte de I'un de ces sens peut trés vite évoluer vers un handicap
majeur, qui aura un impact indéniable sur la qualité de vie de l'individu en question.
C’est le cas du mélanome uvéal, un cancer qui affecte la vision, un processus trés
complexe nécessitant la participation de nombreux acteurs, localisés dans I'ceil
jusqu’au cerveau, et qui permet de capter la lumiere afin d’apercevoir notre

environnement.

Le mélanome uvéal est la tumeur primaire intraoculaire la plus retrouvée chez la
population adulte (1). Plus de 50% des individus atteints par cette maladie vont
développer des métastases au foie et/ou aux poumons (2-4). Une fois ce stade
métastatique atteint, la survie des patients n’est alors qu’une question de quelques
mois (généralement inférieure a 8 mois) (5, 6) conférant a ce cancer un caractéere
tres agressif. Il est alors primordial de bien comprendre les mécanismes sous
jacents a cette maladie afin de permettre le développement de nouvelles thérapies
visant a empécher la formation de métastases. De plus, ce cancer peut demeurer
asymptomatique trés longtemps, et aucun traitement curatif n’est efficace une fois
que le stade métastatique est atteint. Ainsi, la perte de I'ceil affécté peut
malheureusement étre suivie par la perte de la vie du patient, du fait de cette

problématique de diagnostic tardif.

1.1.1 Anatomie du globe oculaire humain

L’ceil humain est un organe tres perfectionné, il s’agit de I'élément récepteur a la
base de notre vision. Il intervient dans les étapes précoces du processus de
phototransduction. Chez un adulte sain, le globe oculaire mesure environ 2,5 cm
de diamétre et pése environ 8 grammes, cet organe est relié au cerveau grace au

nerf optique.



Anatomiquement, I'ceil humain est constitué de trois tuniques distinctes :
- Une tunique fibreuse : comprenant la sclérotique et la cornée.
- Une tunique uveéale : constituée de I'iris, la choroide ainsi que le corps ciliaire.

- Une tunique nerveuse : composée de la rétine, soit la partie sensorielle de I'ceil.

Segment antérieur de I'oeil 1‘ Segment postérieur de |'oeil

Conjonctive ——

Chareada
Uvée | Corps cilizires

ris 3 »— Sclérolique
Rétine
Pupilia
Christallin Carps vilré
Comée e
Chambre Nerf oplique

C Sybvie Dessed

Figure 1: Anatomie de I’eeil humain. Image adaptée de (7).

La sclérotique, tunique blanche qui entoure I'ceil (en blanc sur la figure 1), est une
tunique fibreuse trés résistante qui protége des dégats mécaniques, donne une
forme a I'ceil, et permet le maintient d’'une pression intraoculaire. Sur la partie
antérieure de I'ceil elle devient transparente et forme la cornée, ce qui rend

possible I'entrée des rayons lumineux dans le globe oculaire.

La choroide (en rouge sur la figure 1), est une structure trés richement
vascularisée et pigmentée qui se révele étre brunatre en dissection. Elle se situe
entre la sclérotique et la rétine, et constitue la chambre noire de I'ceil, puisqu’une
partie de ses fonctions consiste a empécher la propagation de rayons lumineux



épars en profondeur dans I'ceil, ce qui augmente la netteté de I'image percue (8).
De plus, elle assure I'apport en nutriments aux structures qui lui sont sous jacentes

(entre-autre la rétine, en vert sur la figure 1).

La rétine, quant a elle, est un tissu tres fragile dont le réle est primordial puisqu'il
permet la transformation de l'influx lumineux en influx nerveux. La rétine est la
composante sensorielle de I'ceil, elle contient les photorécepteurs (cbnes et
batonnets), siége de la phototransduction (9). Cette structure est organisée en
deux parties distinctes : I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) et la rétine

sensorielle.

Ces différentes structures baignent et/ou entourent deux substances sécrétées a
I'intérieur de I'ceil, principalement composées d’eau, qui permettent le maintien
d’'une pression intraoculaire adéquate ainsi que la forme caractéristique de I'ceil. Il
s’agit de 'humeur aqueuse présente dans les chambres antérieure et postérieure
de I'ceil, ainsi que de I'humeur vitrée ou corps vitré, retrouvé en arriére du cristallin

(Figure 1).

1.1.2 La choroide

La composante anatomique d’intérét dans ce travail est sans contredit la choroide.
Cette structure est la partie postérieure de I'uvée (10). Il s’agit donc d’une tunique
trés richement vascularisée localisée entre la sclérotique et la rétine. Elle assure
de nombreuses fonctions, dont I'apport en nutriments a la rétine qui lui est sous-
jacente, I'élimination des déchets métaboliques de cette derniére, une fonction de
chambre noire en empéchant la dispersion aléatoire des rayons lumineux, mais
aussi d’autres rbéles annexes tels que la thermorégulation de I'ceil, la modulation de
la pression intraoculaire ainsi que la sécrétion de certains facteurs de croissance
(10).

La choroide chez I'humain est organisée en quatre couches distinctes: la
suprachoroide, la  couche des vaisseaux  vasculaires (comprenant
les couches de Sattler et de Haller), la membrane de Bruch ainsi que la couche de

choriocapillaires (Figure 2) (10).



Les cellules endothéliales composant les choriocapillaires comportent des
jonctions fenestrées spécialisées qui assurent les échanges en nutriments,
oxygene et déchets métaboliques de maniere constante avec la partie externe de

la rétine.
A
Sclérotique

Supracharcide —

cc
EPR

Vaisseaux de gros calibre — Stroma

Vaisseaux de moyen calibre —
—

Choriocapillaires . =5 -4

Membrane
de Bruch

Figure 2 : Histologie de la choroide. A. Reproduction schématique des couches
de la choroide. B. Coupe histologique de la rétine externe et de la choroide chez
un modeéle de primate. CH: Couche de Haller, CS: Couche de Sattler, CC :
Couche de choriocapillaires, EPR: Epithélium Pigmentaire Rétinien. Image
adaptée de (10).

L’apport sanguin assuré par la choroide provient de 'artére ophtalmique, qui longe
le nerf optique avant de se ramifier a I'intérieur du globe oculaire, assurant ainsi un
important apport sanguin vers les différentes structures de l'uvée. A son tour,
'uvée assure a elle seule la quasi totalité de I'apport sanguin de I'ceil (a I'exception

de la rétine interne qui est nourrie par les vaisseaux centraux de la rétine).

Il importe de souligner que I'ceil humain posséde une particularité : toutes les
structures de l'uvée, a I'exception du corps ciliaire, sont dépourvues de vaisseaux
lymphatiques, une observation qui peut expliquer le mode de dissémination
caractéristiqgue exclusivement par voie sanguine du mélanome uvéal (c.f. section
1.2).



1.1.3 Les mélanocytes choroidiens

Dans cette section le terme «mélanocyte» désigne exclusivement les mélanocytes
qui dérivent de la créte neurale (une structure embryonnaire transitoire qui se
forme a partir de I'ébauche neurale primitive) lors de 'embryogénése.

Chez I'adulte, ces cellules se retrouvent dans I'épiderme, le bulbe des cheveux,
I'oreille interne ainsi que 'ceil (11). Les crétes neurales dérivent de la partie dorsale
du tube neural. Elles donnent naissance a toutes les cellules pigmentées de
'organisme, exception faite des cellules de I'épithélium rétinien, qui proviennent

quant a elles du neurectoderme (11).

Au niveau oculaire, les mélanocytes uvéaux se trouvent dans le stroma de liris, du
corps ciliaire, ainsi que la choroide (il s’agit d’ailleurs du principal type cellulaire
composant la choroide). Ces cellules sont a la base de la production d’'un pigment
nommé mélanine, qui confére cette propriété de chambre noire a la choroide.
Cette production de mélanine se fait au sein d’'un organite cellulaire spécialisé
contenu dans le cytoplasme de ces cellules : les mélanosomes (12).

La mélanogénese désigne les mécanismes de contrble et de synthese de la
mélanine. Ce phénomene est utilisé comme modele d’étude de différenciation
depuis longtemps car cette différenciation mene a I'apparition d’'une cellule
pigmentée caractéristique, facilement détectable en histologie (11). Cette synthése
se fait au sein du mélanosome, un organite spécialisé qui assure la biosynthése de
la mélanine, tout en confinant les différents intermédiaires de cette chaine de
biosynthése. Certains de ces intermédiaires peuvent s’avérer étre toxiques pour la
cellule (11, 13).

La pigmentation finale visible est en réalit¢ un mélange de deux types de
mélanines : la phaéomélanine et 'eumélanine (14), présentes et mélangées dans
des proportions variables selon les individus. L’'eumélanine est d’'une couleur
foncée noire ou brune, alors que la phaéomélanine est caractérisée par sa

coloration jaune orangée (15).



Malgré une origine embryonnaire commune, les mélanocytes cutanés et
choroidiens présentent néanmoins des différences a plusieurs niveaux. En effet,
les mélanocytes cutanés synthétisent en continu de la mélanine qui est transférée
aux kératinocytes avoisinants via leurs prolongements dendritiques, ce qui aurait
pour réle d’absorber les rayonnements lumineux qui n’auraient pas été réfléchis

par la peau, et de protéger cette derniere des Iésions causées par la lumiére (16).

A linverse, les mélanocytes choroidiens sont en état de quiescence métabolique
et ne synthétisent pas de mélanine de novo: la petite taille de leur réticulum
endoplasmique, de I'appareil de Golgi, ainsi qu’'un nombre réduit de mitochondries

témoignent de cette quiescence métabolique (17).

Contrairement aux mélanocytes cutanés, il ne semble pas y avoir de contacts ni
d’échanges fonctionnels entre les mélanocytes choroidiens et les différents types
cellulaires de l'uvée. In vivo, les mélanocytes choroidiens sains ne proliférent que
trés peu et sont statiques. Ainsi, toute prolifération anormale méne a la formation
d’'un naevus choroidien (18), une tumeur bénigne qui modifie I'architecture locale
du tissus choroidien, et qui se définit comme une colonisation focale de
mélanocytes clonaux (19). La présence de ces naevi pose un réel probleme
diagnostic, ces lésions bénignes étant retrouvées dans 6,5 % des yeux normaux
(5), mais présentent des symptémes parfois trés apparentés aux formes malignes
de mélanomes, qui peuvent s’avérer étre trés agressifs et mener éventuellement
au déces du patient (c.f. section 1.2). Il est donc particulierement difficile de prédire
clairement si le naevus choroidien est une Iésion précancéreuse ou un facteur de

risque a part entiere (6).

L’équipe de Gass en 1977 suggérait que les neevi de grande taille (6mm de
diametre ou plus de 2mm d'épaisseur) ont un risque plus accru de dégénérer en
lésion cancéreuse (20). L’équipe du Dr. Mims en 1978 a constaté un taux de
dégénérescence de 26% pour les neevi suspects (18) sur un suivi d'au moins

quatre ans.

L'analyse précise des caractéristiques clinigues et angiographiques des naevi
choroidiens permet de déterminer un groupe de patients a haut risque de

dégénérescence.



Ces patients doivent alors bénéficier d'un suivi rapproché voire éventuellement
d'un traitement immédiat si celui-ci est possible, sans endommager la vision. Les
naevi choroidiens évoluent rarement en mélanome uvéal, ceci est estimé a 1 cas

sur 8845 cas a 80 ans, ce risque augmente avec I'age (21, 22).

Pour des raisons encore inconnues, les mélanocytes de I'ceil peuvent subir une
transformation maligne qui va provoquer un changement morphologique menant a
la formation du mélanome uvéal, une structure visible au microscope a contraste
de phase (Figure 3). Ainsi, les mélanocytes sains, qui présentent une morphologie
fusiforme (Figure 3A) adoptent alors une morphologie de type épithélioide (Figure
3B). Par ailleurs, elles perdent généralement leur pigmentation et se caractérisent

€galement par une prolifération plus rapide.

Figure 3 Observation de mélanocytes uvéaux au microscope a contraste de
phase. A. Mélanocytes choroidiens sains. B. Mélanocytes choroidiens
transformés.

1.2 Le mélanome uveal

Bien que les mélanomes cutanés et uvéaux soient la conséquence de
transformations malignes qui surviennent dans des mélanocytes dont les origines
embryologiques sont identiques, il s’agit clairement de deux entités

carcinologiques totalement distinctes.



Contrairement au mélanome cutané, jusqu’'a présent aucune étude n’a pu
démontrer une contribution éventuelle des rayonnements ultra-violets (UVs) dans
la transformation maligne des mélanocytes choroidiens (23).

Il arrive que les mélanocytes de l'uvée acquiérent un potentiel tumorigéne et
envahissent différentes structures de I'ceil : nous parlons alors de mélanome uvéal.
La moitié des patients atteints par cette maladie vont développer des métastases
au foie et/ou aux poumons dans les quinze années suivant le dépistage de la

tumeur primaire intraoculaire (1).

Une fois que ce diagnostic de Iésions hépatiques est établi, la survie du patient
varie de deux a neuf mois (24, 25), il s’agit alors d’'une lésion sérieuse et trés
agressive, bien qu’elle soit relativement rare (5 a 7 cas par million d’habitants aux
Etats-Unis (24, 26)).

1.2.1 Etiologie

Pour une raison encore inconnue, il semblerait que les personnes a peau et iris
clairs soient plus susceptibles (150 fois plus de probabilité) de développer un
mélanome uvéal (27), les individus de peau foncée ou d’origine asiatique étant
quasiment exempts de cette condition. La plus grande majorité des individus
diagnostiqués sont 4gés de 50 a 70 ans. Le diagnostic d’'un mélanome uvéal peut
prendre plusieurs années lorsqu’il se situe dans une structure profonde qui

n’affectera pas immédiatement la vision du patient.

De ce fait, la majorité des cas de mélanome uvéal sont découverts d’'une maniéere
fortuite lors d’'un examen routinier chez un spécialiste de la vision. De plus,
plusieurs études ont démontré que la dissémination des cellules cancéreuses du
mélanome uvéal au foie (90% des cas) et aux poumons est déja complétée bien
avant le dépistage de la tumeur primaire intraoculaire ; des micro métastases sont
déja présentes dans ces foyers secondaires, expliquant I'absence de traitement
curatif lorsque le stade métastatique est atteint (28, 29).



Le mélanome uvéal peut se déclarer dans les trois structures composant le tractus
uvéal avec des probabilités d’apparition et des pronostics distincts :

Le mélanome de l'iris (Figure 4A) compte pour 8% de cas de mélanomes uvéaux.
Il s’agit sans contredit de la forme de mélanome ayant le meilleur pronostic dd au
fait de sa localisation antérieure qui facilite grandement sa détection lors d’'un
examen ophtalmologique routinier. Cette forme de mélanome uvéal méne a un

taux de mortalité estimé a 8% sur 10 ans (30, 31).
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Figure 4: Localisation de la tumeur primaire intraoculaire. A. Cas de
mélanome uvéal de l'iris. B. Cas de mélanome uvéal du corps ciliaire. C. Cas de
mélanome uvéal de la choroide. Images tirées de (32).

r

Le mélanome du corps ciliaire (Figure 4B) est retrouvé dans 12% des cas de
mélanome uvéal. Du fait de I'emplacement du corps ciliaire, cette forme de
mélanome est la plus difficile a diagnostiquer. Le mélanome du corps ciliaire peut
étre identifié lorsque la taille de la tumeur en vient a obstruer le tractus visuel, ou
lorsque le patient souffre de troubles de vision dus a un décollement rétinien causé
par I'envahissement des structures plus en profondeur de I'ceil. Avec 53% de
mortalité sur 5 ans, cette forme de mélanome uvéal est aussi associée au

pronostic le plus défavorable (31, 33).

Finalement, la forme la plus répandue de mélanome uvéal est indéniablement celle
qui touche la choroide (Figure 4C). Elle représente plus de 80% des cas de
mélanomes uvéaux, et son pronostic dépend de nombreux facteurs dont la taille
de la tumeur primaire intraoculaire. Globalement, elle est associée a un taux de

mortalité d’environs 14% sur 5 ans (31, 33) (c.f. section 1.2.2).



1.2.2 Facteurs pronostics

Les raisons de la transformation néoplasique des mélanocytes demeurent a ce
jour vagues. Certains facteurs environnementaux, tels qu’une irradiation aux
rayonnements UVs, ne semblent pas avoir d’impact sur I'apparition de ce type de
cancer, contrairement au cancer de la peau (23, 34, 35), ce qui suggére une
contribution environnementale a priori mineure. De plus, la large majorité des cas
de mélanome uvéal sont sporadiques, les formes familiales demeurant trés rares
(36).

De nombreuses anomalies génétiques sont retrouvées dans les cas de
mélanomes uvéaux. En effet, dans 50% des cas, les patients présentent une perte
de I'un des deux chromosomes 3 (monosomie du chromosome 3), ainsi qu’un gain
sur le bras long du chromosome 8 (8q) (37), ce qui suggére que ces anomalies
sont importantes lors de la progression tumorale. De maniére un peu moins
fréquente, des altérations structurales d’autres chromosomes telles que la délétion
du bras court du chromosome 1 (1p), ainsi que du bras court du chromosome 6
(6p), ou parfois méme des gains de matériel génétique sur ces mémes

chromosomes, ont été rapportées (38).

Comme c’est le cas dans plusieurs types de cancers, les cellules de mélanome
uvéal cumulent dinnombrables anomalies génétiqgues (39). Il est donc
recommandé de procéder a une analyse cytogénétique de la tumeur primaire

lorsque 'occasion se présente.

Des analyses histopathologiques nous permettent d’observer trois morphologies
distinctes des mélanocytes transformés (épithélioides, fusiforme ou mixte), celles-
ci étant associées a des pronostics vitaux plus ou moins favorables (27, 31, 40).

Lorsque le profil cellulaire est fusiforme, les cellules sont de forme allongée, et
présentent un cytoplasme réduit (Figure 5A). Ce type de morphologie laisse
présager généralement un meilleur pronostic vital (27), puisque cette morphologie
cellulaire semble permettre une moins bonne migration au foie et donc, a l'origine

de moins de métastases (24, 41, 42).
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Les mélanocytes qui présentent un profil épithélioide (Figure 5B), possédent un
cytoplasme plus volumineux ainsi qu’'un noyau arrondi et sont associés a un moins
bon pronostic puisqu’ils sont retrouvés en majorité dans les tumeurs de plus

grande taille (27).

Figure 5: Les différentes morphologies cellulaires du mélanome uvéal. A.
Mélanocytes a morphologie fusiforme. B. Mélanocytes a morphologie épithélioide
(27).

Les mélanocytes qui affichent un phénotype mixte sont en réalité un mélange entre
les deux précédents phénotypes. Dans ce cas ci, le pronostic vital dépend des
proportions auxquels sont présents ces deux phénotypes cellulaires : plus les
cellules fusiformes sont abondantes, meilleur sera le pronostic du patient (27).

Il est tout de méme important de noter qu’au sein d’'une méme tumeur, le
phénotype cellulaire peut grandement varier du fait que la tumeur primaire
intraoculaire est un tissu trés hétérogéne (43). D’autres observations sont
€galement utilisées par le pathologiste afin qu’il puisse poser le bon pronostic
(Tableau 1).

De ce fait, la taille et la localisation de la tumeur primaire, la présence d’extensions
extra-sclérales, son index mitotique (pourcentage de cellules en mitose), ainsi
gu’une vascularisation tumorale sont des observations non négligeables que les
pathologistes notent afin de classifier les mélanomes uvéaux et de leur attribuer
des pronostics vitaux (4, 6).

11



Une morphologie cellulaire épithélioide, un gros diameétre tumoral (diameétre
supérieur a 15mm, et/ou épaisseur supérieure a 8mm), ainsi qu’une invasion du
corps ciliaire constitueraient un exemple d’un mauvais pronostic vital basé sur ces

caractéristiques histopathologiques.

1.2.2.1 Les genes mutés dans le mélanome uvéal

La mutation de certains genes est aussi une caractéristigue de certains cas de
mélanome uvéal, telle qu’'une mutation inactivatrice dans le geéne
«BRCA1Associated Protein 1» (BAP1) retrouvée dans les formes métastatiques
de la maladie (44) (Figure 6B). Par ailleurs, des mutations dans les genes GNAQ
et GNA11, qui codent pour des protéines qui participent a la voie des «Mitogen
Activated Protein Kinase» (MAPK), sont fréquemment observées dans les tumeurs
de mélanome uvéal (fréquence de 83%) (45) (Figure 6A). Ces mutations
entrainent une activation constitutive de ces petites protéines G qui, a leur tour,
activent chroniquement d’autres intermédiaires de cette voie de signalisation telle
que la phospholipase C (PLC), ce qui entraine évidemment des répercussions sur
de nombreux processus cellulaires, dont la croissance et la prolifération cellulaire,

qui peuvent alors devenir anarchiques (44, 46, 47).

Finalement, certaines mutations redondantes dans les génes «Splicing Factor 3B
Subunit 1 » (SF3B1) (dans 29% des tumeurs ayant une disomie du chromosome
3) (Figure 6C), ainsi que I’ «Eukaryotic translation Initiation Factor 1A X-linked»
(EIF1AX) (dans 48% des tumeurs ayant une disomie du chromosome 3) (Figure
6D) sont couramment retrouvées dans les tumeurs de mélanome uvéal,

cependant, leur réle dans le processus mitogénique demeure peu défini (48, 49).
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Facteur

Pronostic

Localisation Iris Bon
Clinique Choroide Moyen
Corps ciliaire Mauvais
Dimension Petite Bon
Clinique Moyenne Moyen
Grosse Mauvais
Fusiforme Bon
Histopathologique Morphologie Mixte Moyen
Epithélioide Mauvais
Activité mitotique Basse Bon
Moyenne Moyen
Elevée Mauvais
Patrons microvasculaires Absence Bon
Présence Mauvais
Absence Bon
Extension extra-sclérale Présence Mauvais
Absence Bon
Présence monosomie 3 Mauvais
Cytogénétique Monosomie 3 et duplication 8q Présence duplication 8q
Présence monosomie 3 et Mauvais
duplication 8q
Mauvais

Tableau 2: Récapitulatif des facteurs pronostics du mélanome uvéal

de (24, 41).
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Figure 6: Mutations fréquentes dans les cas de mélanome uvéal. Figure
adaptée de (46). A.GNAQ et GNA11, de petites protéines G a activité GTPase,
présentent des mutations mutuellement exclusives dans les deux résidus R183 ou
Q209 qui ménent a une activation chronique de leurs voies de signalisation. N :
domaine N-terminal, C: domaine C-terminal. B. BAP1 comporte plusieurs
domaines distincts: UCH : Domaine Ubiquitine Carboxy-terninal Hydrolase,
BARD : domaine de liaison a BARD, H : domaine de liaison a HCF1, B : Domaine
de liaison a BRCA1, NLS : signal de localisation nucléaire. Barres : Mutations qui
n’entraine pas de protéine tronquée. Ronds : Mutations entrainant une protéine
tronquée. C. SF3B1: U: Domaine d’interaction avec U2AF2, S: Domaines
d’intéraction avec SF3B14, HD : 17 domaines HEAT non redondants. HD5 résidu
R625 est la mutation la plus retrouvée, les barres montrent des mutations moins
fréquentes. D. EIF1AX: OB : Domaine de liaison d’oligonucléotides. Barres :
substitutions ou délétions de quelques nucléotides.
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Depuis 2010, I'équipe du Dr William Harbour a défini une signature moléculaire de
12 genes dérégulés (49), qui nous permettent de subdiviser les cas de mélanomes
uvéaux globalement en deux classes distinctes: une premiere classe qui
comprend les individus a faible risque de développer des métastases hépatiques
(risque compris entre 2% et 21% de développer des métastases sur une durée de
5 ans), ainsi qu’une classe 2 comprenant les patients a fort risque de développer
des métastases (risque de 72% sur une durée de 5 ans). La surexpression du
récepteur 2B de la sérotonine (HTR2B) est le facteur le plus discriminant de cette
signature (49) puisqu’il est surexprimé dans les tumeurs primaires de patients a

risque de développer des métastases (c.f. section 1.3.1).

1.2.3 La dissémination métastatique

Les taux de mortalité élevés du mélanome uvéal sont essentiellement dus aux
métastases secondaires dont souffrent les patients atteints de ce cancer. En effet,
chez 97% de ceux-ci, le foie est le site initial de formation de métastases, ces
lésions hépatiques devenant alors la principale raison du décés de ces patients
(50). Cependant, d’autres organes peuvent étre sujets a la formation de
métastases en plus du foie (dans 63% des cas). Il s’agit, entre autres, des
poumons, des 0s, du cceur, du tractus gastro-intestinal, du pancréas, de la peau,
du systéme nerveux central, des reins, des ovaires, ainsi que des ganglions
lymphatiques (dans les rares cas ou les cellules cancéreuses traversent la paroi
sclérale antérieure et gagnent acces aux vaisseaux lymphatiques) (51). Il est rare

gue ces organes soient atteints seuls, sans lésions hépatiques (3% des cas) (50).

Le mode de dissémination des cellules cancéreuses provenant de la tumeur
primaire intraoculaire aux tissus cibles se fait quasi exclusivement par voie
hématogénique, di au fait de I'absence de vaisseaux lymphatiques intraoculaires.
Le processus métastatique est complexe et se fait en plusieurs étapes. La cellule
cancéreuse doit se détacher de la tumeur primaire, passer dans la circulation
sanguine (ou lymphatique) par un phénomene d’intravasation, puis occuper son

organe cible de prédilection (Figure 7).
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Ces cellules subissent une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (52), elles
perdent leur ancrage a la tumeur primaire et gagnent un pouvoir invasif, leur
permettant d’'occuper des tissus hotes distants (Figure 7). Une fois le tissu cible
atteint, ces cellules peuvent demeurer quiescentes pendant des dizaines d’années
avant qu’elle ne se remette a croitre et altérer le fonctionnement de I'organe envahi
(53).

Cellules cancéreuses
migratoires (TEM)

Vaisseau sanguin

Cellules
Cellules endothéliales

cancéreuses

Cellules cancéreuses
(métastase)

@0
Métastase distante

Cellules cancéreuses en
migration

Circulation

Figure 7: Schématisation du processus métastatique. Les cellules
canceéreuses ayant subi une TEM acquiérent une mobilité et gagnent la circulation
sanguine par intravasation a travers les vaisseaux sanguins puis occupent des
organes distants et forment des métastases. Image adaptée de (54).

Il est important de rappeler que la transformation d’une cellule saine en cellule
canceéreuse est en premier lieu due a des modifications génétiques, qui ont comme
impact de modifier les processus cellulaires de base (survie -cellulaire,
différenciation, prolifération...). Ces modifications génétiques doivent subvenir ou
du moins impacter certains genes clé, nommés génes oncogenes ou genes

suppresseurs de tumeurs (55).
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Les cellules cancéreuses présentent une instabilité génétique qui altére entre
autres les mécanismes de réparation de 'ADN, la résultante de ces altérations

méne éventuellement a [lactivation de ces oncogenes, ou a linverse, a

I'inactivation de ces genes suppresseurs de tumeurs (56).

Comme premiére étape, la cellule cancéreuse doit se détacher de la tumeur
primaire. Plusieurs études ont démontré que cette capacité de la cellule
cancéreuse a perdre ses ancrages a la tumeur primaire dépend de son degré de
différenciation. Il est bien connu que la tumeur est un tissu hétérogéne comprenant
des cellules a des niveaux de différenciation distincts, dont les capacités
migratoires sont diverses (57).

La dissociation de la cellule cancéreuse de la tumeur primaire nécessite la
destruction des jonctions intercellulaires, ces dernieres sont essentielles a
I'intégrité des tissus, a la polarité cellulaire, ainsi qu’au processus de différenciation
cellulaire. Les jonctions intercellulaires sont principalement formées par les
complexes cadhérine/caténine. Les cadhérines étant des protéines
transmembranaires dont les intéractions homotypiques (lie une structure identique
présentée par la cellule voisine) dépendent du calcium, elles font partie de la
famille des CAMs (Cell Adhesion Molecule). Les caténines quant a elles servent a
faire le lien avec le cytosquelette cellulaire, leur état de phosphorylation définit le
degres de cohésion cellulaire (58). D’autres protéines membranaires telles que la
super-famille des immunoglobulines (lg) sont aussi des actrices des contacts
cellule/cellule. Ainsi, tout changement dans les capacités d’adhérence de la cellule

canceéreuse se reflete sur le répertoire de protéines membranaires qu’elle exprime.

Au niveau moléculaire, la motilité cellulaire fait intervenir la petite GTPase Rac1 qui
fait le lien entre le cytoplasme et le cytosquelette d’actine, permettant ainsi une
migration cellulaire. Des études ont démontré qu’une surexpression de Rac1 méne
a une augmentation de la motilité cellulaire (53).
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La cellule maintenant détachée de la tumeur primaire doit pouvoir interagir avec la
MEC (matrice extracellulaire) qui I'entoure jusqu’a son arrivée a son organe cible.
Ces interactions sont gouvernées par des récepteurs membranaires spécialisés
appelés intégrines (59). Les intégrines sont des protéines transmembranaires
composées de 2 sous unités (a et B) dont les ligands sont des constituants de la
MEC environnante. Ces protéines sont impliquées dans I'embryogénése, la
migration cellulaire et I'invasion tumorale (60). A ce jour, 24 hétérodiméres ap ont

été répertoriés (61).

Le répertoire d’intégrines exprimées par des cellules tumorales est trés variable
d'un cancer a l'autre, ceci étant principalement di au fait que la modulation des
niveaux d’expression de ces intégrines est médiée par leurs ligands présents dans
la MEC environnante. De plus, peu d’études s’intéressent a I'expression des
intégrines dans la dissémination du mélanome uvéal. On a néanmoins rapporté
que la sous-unité d’'intégrine a4, dont le principal ligand est la fibronectine, semble
étre majoritairement exprimée par les cellules invasives, leur permettant un
meilleur ancrage a la MEC environnante (62). La sous-unité a6 n’est pas exprimée
par les tumeurs fusiformes et mixtes, ainsi que par les mélanocytes uvéaux
normaux et pourrait servir de marqueur du potentiel invasif des tumeurs primaires
intraoculaires (63). Par ailleurs, on a également démontré une corrélation inverse
entre les niveaux d’expression du transcrit a4 et le potentiel métastatique de

certaines lignées de mélanome uvéal (64).

En résumé, les cellules tumorales en migration changent I'expression de leur

répertoire d’intégrines afin de s’adapter a la MEC qui les entourent.

Le processus de dissémination métastatique est peu efficace. En effet plusieurs
cellules tumorales circulent, cependant leur capacité a proliférer est limitée. La
cellule en migration est soumise a de nombreuses formes de stress cellulaires, tels
que les chocs mécaniques (pression sanguine, frictions dans les capillaires...) (65).
Cette étude de I'équipe du Dr. Weiss démontre qu’une infime fraction de ces
cellules survit effectivement a ces conditions, et que ces derniéres présentent un

haut potentiel métastatique.
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Une fois cette migration accomplie, la cellule tumorale doit pouvoir envahir son
organe cible. Cette étape nécessite la sécrétion de protéases capables de
dégrader la matrice extracellulaire entourant les organes, telles que les
métalloprotéases matricielles (MMPs) (66). Les MMPs sont des enzymes capables
de dégrader les différents composants de la matrice extracellulaire tels que le
collagéne, la laminine et la fibronectine. Les métalloprotéases jouent un réle
primordial dans le développement embryonnaire, le remodelage tissulaire, ainsi

que lors des guérisons des plaies (67).

L’organisme maintient un équilibre fin entre les MMPs et leurs inhibiteurs, tels que
les TIMPs (« Tumor Inhibitor Metallo Proteases ») afin d’assurer l'intégrité des
tissus. Ces deux acteurs jouent alors un réle déterminant lors des processus de
remodelage tissulaire, si bien que la mesure de ces déterminants moléculaires

peut s’avérer étre un marqueur pronostique de malignité (68).

Il existe une notion déterminante en cancérologie. Paget a décrit en 1889 la théorie
du « seed and soil » (69), la graine et le sol, la graine étant la cellule cancéreuse,
et le sol l'organe cible. Dans la quasi-totalité des cancers, les cellules ont des
organes cibles préférentiels (foie puis poumons dans le cas du mélanome uvéal
par exemple). Certes, cette préférence est dépendante, entre autre, du volume
sanguin drainé par ces organes cibles, mais elle fait aussi intervenir des notions de

microenvironnement.

Le microenvironnement cellulaire inclut la sécrétion de différents facteurs de
croissance (FCs) dans l'organe cible, ce dernier devant étre adéquat a la
prolifération de la cellule tumorale. Ainsi, des cytokines stimulant la prolifération
cellulaire telles que linterleukine 1 (IL1), peuvent étre sécrétées par les cellules
endothéliales, les macrophages, et les fibroblastes (dans le cas de I'lL6) de
'organe envahi (70). Une fois I'organe cible atteint, la cellule cancéreuse I'envahit
en produisant son propre microenvironnement cellulaire, dans lequel elle peut
proliférer rapidement ou, a I'inverse, demeurer en dormance (quiescence) sur des

durées plus ou moins longues.
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Ce mécanisme de quiescence souléve plusieurs questions qui restent a ce jour
sans réponse. Il n’en demeure pas moins que la modulation du
microenvironnement tumoral dans l'organe cible demeure une thématique de

recherche trés active depuis plusieurs années (70).

1.2.4 Traitements

Puisque le mélanome uvéal peut mener a I'apparition de métastases a des sites
distants, il faut concevoir qu’il existe deux volets distincts au traitement d’une telle
maladie : le traitement de la tumeur primaire intraoculaire et celui des métastases

hépatiques (si besoin est).

1.2.4.1 Traitement de la tumeur primaire intraoculaire

Méme si par le passé le traitement préconisé de la tumeur primaire intraoculaire
était I'énucléation de I'ceil atteint, de nos jours, des possibilités plus grandes
s’offrent aux patients. Celles-ci dépendent de la taille de la tumeur, de sa
localisation, de I'état général du patient, ainsi que de I'extension éventuelle de la
tumeur intraoculaire (71). Cependant, I'énucléation est toujours de mise pour les
tumeurs de grosse taille ou celles qui sont insensibles aux traitements de

radiothérapie.

Il est possible de traiter le patient ayant des tumeurs primaires de petites et
moyenne taille par radiothérapie, qui demeure tout de méme un traitement
conservateur. Bien que plusieurs formes de radiothérapie soient disponibles
(protonthérapie, radiothérapie stéréotaxique...) (72, 73), la curiethérapie (ou
brachythérapie) semble étre la plus attrayante. Dans cette approche, des granules
radioactifs (ex : lode 125) sont fixés sur une plaque métallique en or (Figure 8B)
qui sera placée chirurgicalement sur la sclérotique, au dessus de la tumeur
intraoculaire, ce qui permet de détruire les cellules cancéreuses sous-jacentes a la

plaque (Figure 8A).
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Par ailleurs, les traitements combinés semblent donner des résultats prometteurs
(74). En effet, les traitements de radiothérapies peuvent étre appliquées avant une
chirurgie (radiothérapie néoadjuvante), aprés une chirurgie (radiothérapie
adjuvante), ou méme en dehors de toute intervention chirurgicale, afin de soulager

la douleur des patients (radiothérapie palliative).

Scherotigue

Choroide
Retiria
herl optigue
Granules
Pl radicactis
lanue
Tumeur primaire ’/
=
Granules |
radiaactils

Figure 8: Traitement de la tumeur intraoculaire par curiethérapie par plaque
(brachythérapie). A. Positionnement de la plaque contenant des granules
radioactifs vis a vis de la tumeur intraoculaire. B. Plague concave en or qui sera
cousue sur la sclérotique, servant a maintenir les granules radioactifs pour une
durée de 4 a 7 jours. Images adaptées de (75, 76).

1.2.4.2 Traitement des métastases secondaires

Méme si les traitements de la tumeur primaire s’averent étre efficaces, il n’existe
hélas aucun traitement curatif lorsque le stade métastatique est atteint, cette
atteinte hépatique étant la principale cause de décés des patients souffrants de

mélanome uvéal.

Les cellules cancéreuses qui ont gagné les sites métastatiques secondaires
semblent accomplir leur migration dans les étapes les plus précoces de la maladie,
puisque le traitement ou l'ablation de la tumeur primaire intraoculaire n’empéche

en rien la formation de métastases.
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Cette problématique a tout de méme été longuement débattue. En effet, en 1978,
le Dr. Zimmerman, un pathologiste Américain, a publié un article proposant que le
traitement intraoculaire de la tumeur primaire par énucléation pouvait aider a la
dissémination mécanique des cellules cancéreuses vers la circulation générale,
accélérant ainsi le risque de métastases secondaires. Cette étude était basée sur
un pic de mortalité observé dans la deuxieme année suivant le traitement
chirurgical des tumeurs intraoculaires des patients atteints de mélanome uvéal
(77).

25 ans plus tard, une nouvelle étude a revu les résultats proposés par Zimmerman
(78), celle-ci venant confirmer la présence de ce pic de mortalité aprés
I'intervention chirurgicale au niveau de la tumeur primaire intraoculaire. Cependant,
aucune évidence n’attribue cette augmentation du taux de mortalité a I'énucléation
de l'ceil atteint, celle-ci pouvant étre expliqué simplement par une dissémination
précoce des cellules cancéreuses aux organes cibles.

Depuis, plusieurs études proposent que ces cellules cancéreuses semblent
demeurer quiescentes, dans un état de dormance, au sein de leurs organes cibles
secondaires, démontrant alors une absence totale de symptomes sur de longues
durées (28).

Parmi les traitements envisageables, il est possible de tenter une résection
chirurgicale du foie, en retirant les parties atteintes de cet organe. Dans certains
cas, cette procédure augmente la durée de vie des patients traités de 9 a 36 mois
(79). 'y a aussi possibilité de procéder a une chimioembolisation de l'artere
hépatique (bloquer I'apport de sang aux parties atteintes du foie) qui améliore de 6
a 14 mois la survie des patients (19), ou a une chimiothérapie hépatique intra-
artérielle qui améliore de la survie des patients de 14 a 24 mois (19).

Des traitements anticancéreux systémiques ont été expérimentés mais les
métastases semblent y étre résistantes (80). Les regards se tournent désormais
vers d’autres stratégies thérapeutiques telles que l'inhibition des petites protéines
G mutées GNAQ et GNA11 (47).
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Par ailleurs, on tente également de cibler des voies de signalisation impliquées
dans la prolifération cellulaire, telle que la voie des MAPK, afin de bloquer les

effets angiogéniques observés dans ce cancer (81).

Depuis 2014, des essais cliniques (NCT01587352, NCT02068586; phase Il)
mettent a profit la connaissance de la signature génique de classe 2 définie par le
Dr. Harbour. Ces essais cliniques étudient I'efficacité thérapeutique d’inhibiteurs
qui ciblent une famille d’enzymes qui participent a la compaction de la chromatine,
les histones déacétylases (HDACs), le but final étant de modifier la signature
moléculaire présentée par les patients atteints de mélanome uvéal de la classe 2
(fort risque de métastases) vers celui de la classe 1 (faible risque de métastases).
Dans cette approche, les modifications apportées sont de I'ordre de I'épigénétique
(82).

1.3. Les récepteurs sérotoninergiques

La sérotonine chez les mammiféeres accomplit deux réles distincts, le premier au
niveau du systéme nerveux central, et le second en périphérie, via la liaison de
récepteurs sérotoninergiques spécifiques, qui stimulent des cascades
signalétiques particuliéres (83).

La sérotonine (ou 5- hydroxytryptamine 5-HT) est une monoamine de la famille des
indolamines. Elle agit comme neurotransmetteur au niveau du systéme nerveux
central (sécrétée par les neurones sérotoninergiques), mais aussi en périphérie
comme hormone locale, ou elle est sécrétée par les cellules entérochromaffines
(intestinales) ainsi que les thrombocytes. La sérotonine joue différents roles
biologiques tels que la régulation du rythme circadien, la régulation de
'hnémostase, la mobilité digestive, ainsi que dans la régulation de 'humeur et la
dépression (79).

Les effets engendrés par la liaison de la sérotonine a ses récepteurs dépendent de
leur diversité. En effet, de nos jours, plus de 14 génes codant les récepteurs
sérotoninergiques ont été définis, 'ensemble de ces génes codant plus de 30
récepteurs protéiques différents (dont certains sont produits par épissage
alternatif) (84).
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Ces récepteurs sont regroupés en 7 sous-familles classées par analogie de
structure de génes. Ce sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires

couplés a des protéines G (84).

La liaison de la sérotonine a ces récepteurs entraine l'activation des petites
protéines G GNAQ, GNA11, et GNA13 qui sont associées a ceux-ci. A leur tour,
ces petites protéines G vont activer des intermédiaires signalétiques en aval tels
que certains médiateurs de la voie des MAPK, de la Phospholipase C (PLC), ainsi
que celle des JAK/STAT (85).

1.3.1 Le gene HTR2B

L’isoforme 2B des récepteurs a la sérotonine (HTR2B) est notre gene d’intérét
dans cette étude. Ce récepteur joue des rbles dans la morphogénese
embryonnaire en prévenant la différenciation des cellules des crétes neurales (86)
pendant leur migration. Le récepteur HTR2B est aussi impliqué dans la résistance
a l'apoptose en prévenant le relargage du cytochrome C par les mitochondries

ainsi que l'activation des caspases (87).

Parmi les génes de la signature du Dr. W. Harbour qui permettent de subdiviser les
mélanomes uvéaux en deux classes (fort risque versus faible risque de développer
des métastases hépatiques) (41), la surexpression du géne HTR2B constitue
I'indicateur le plus fiable du risque d’évoluer vers le volet métastatique. En effet,
des analyses de profilage génique sur biopuce a ADN réalisées dans notre
laboratoire ont permis d’observer de hauts niveaux d’expression du transcrit du
géne HTR2B humain uniqguement dans les tumeurs primaires intraoculaires
provenant de patients atteints de ce cancer et qui sont décédés suite aux
complications liées a l'apparition de métastases au foie, tels que le patient 138,
139, 141, 142 et 151 (Figure 8).
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Figure 9: Analyse en profilage génique des niveaux d’expression du gene
HTR2B au sein de tumeurs primaires de patients atteints de mélanome
uvéals. Sur cette échelle logarithmique, les niveaux élevés d’expression génique

sont indiqués en couleur chaude, tandis que les niveaux bas d’expression génique
apparaissent en couleur froide. (Equipe S. Guérin et S. Landreville).

Il est intéressant de noter que le gene HTR2B humain présente une dualité
fonctionnelle intrigante, sa dérégulation étant rapportée dans de nombreux types
de cancers. Etonnamment, parfois le produit de ce géne semble jouer un rdle
d’oncogéne, comme c’est le cas dans le cancer hépatocellulaire ainsi que le
cancer de la prostate (88-90), tandis qu’a linverse, il peut jouer un réle de
suppresseur de tumeur, comme c’est le cas pour le cancer de l'ovaire (91). Quoi
gu’il en soit, ce géne semble jouer un réle clé du fait de son implication dans

plusieurs types de cancers.
1.4. Problématique, hypothese et objectifs des travaux de recherche

Le mélanome uvéal est certes un cancer rare, mais il n’en demeure pas moins qu’il
soit tres agressif puisqu’il méne au décés du patient dans prés de 50% des cas. En
raison de sa grande résistance aux traitements de radiothérapie et de
chimiothérapie, ainsi qu’a sa capacité de former des métastases, il est donc
évident que ce cancer affecte grandement la qualité de vie des patients qui en

souffrent.
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Tel qu’établi par I'équipe du Dr. Harbour, le suivi de I'expression du géne HTR2B
semble étre un excellent outil de prédiction du risque d’apparition des métastases
chez les patients atteints de ce cancer. Ainsi, bien que le gene HTR2B soit le plus
discriminant de cette signature, aucune étude jusqu’a présent n’a approfondi les
mécanismes moléculaires impliqués dans I'expression aberrante de ce géne chez

les patients a haut risque d’évoluer vers la maladie métastatique.

Nous émettons ici I'hypothése selon laquelle I'expression aberrante du gene
HTR2B au sein de lignées de mélanome uvéal dérivées d’une tumeur primaire
ayant mené a la formation de métastases hépatiques chez le patient atteint, serait
due a une différence d’expression des facteurs de transcription qui en régulent
'expression et/ou a une modification de leur capacité a lier leur séquence cible
dans les régions régulatrices du géne HTR2B, menant finalement a sa

surexpression aberrante.

Le but de notre étude consistait donc a définir 'organisation du promoteur du géne
HTR2B et a étudier les facteurs de transcription, ainsi que les régions régulatrices
liées par ceux-ci, qui participent a I'expression de ce gene dans des lignées de

mélanome uvéal qui expriment des nivaux variables de HTR2B.
La réalisation d’un tel objectif nécessitait I'accomplissement des volets suivants :

« Evaluer le niveau d’expression du géne HTR2B au sein de nos lignées de
mélanome uvéal par profilage génique sur biopuce a ADN, gPCR, ainsi que
son expression protéigue par immunobuvardage Western.

* Cloner le promoteur du géene HTR2B humain ainsi que sa région 5'-
régulatrice dans le plasmide pCATbasic, en amont du géne rapporteur
Chloramphénicol Acétyl Transférase (CAT).

» Localiser les régions régulatrices que contient le promoteur du géne HTR2B
humain a l'aide d’analyses de délétion du promoteur couplées a la
transfection des plasmides recombinants produits dans nos lignées de

mélanome uvéal.

26



» Déterminer quels facteurs de transcription lient ces régions régulatrices
ainsi que la position de ces sites de liaison le long du promoteur du géne
HTR2B par des analyses de retard sur gel EMSA ainsi que par la technique
d’analyse d’interférence de méthylation au diméthylsulfate.

» S’assurer que ces facteurs de transcriptions sont bien exprimés par nos
lignées de mélanome uvéal et qu’ils reconnaissent leur séquence d’ADN
cible en exploitant les analyses par qPCR et buvardages Western.

» Créer des mutations ponctuelles dans les sites de liaison de ces facteurs de
transcription et en évaluer I'impact sur les niveaux d’expression du géne
HTR2B.

La réalisation de ce projet nous permettra, a plus long terme, d’étudier la
contribution du géne HTR2B aux propriétés de dissémination métastatique non
seulement du mélanome uvéal, mais également de nombreux autres types de

cancers.
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ABSTRACT

Uveal melanoma (UM) is the most common type of primary intraocular tumor in the
adult population. The gene encoding the serotonin receptor 2B (HTR2B) appears
to be the most discriminating among the candidates from the class Il gene
signature as its expression strongly increases in the tumors of UM patients that will
progress toward liver metastases. In this study, we investigated the molecular
mechanisms that lead to this aberrant expression of HTR2B in metastatic UM cell
lines. Transfection analyses revealed that the upstream regulatory regions of the
HTR2B promoter is made up of a combination of alternative positive and negative

regulatory elements that are functional in HTR2B™ but not in HTR23B* uveal

melanoma cell lines. Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) provided
evidence that the transcription factor (TF) NFI could interact with the promoter and
the upstream negative regulatory element from the HTR2B gene. In addition, the
TF RUNX1 was also shown by DMS methylation interference footprinting and
EMSA to bind a target site from the distal silencer element. Site-directed
mutagenesis analyses indicated that NFI and RUNX1 function respectively as
activator and repressor of HTR2B gene transcription. The results of this study will
help understand better the molecular mechanisms accounting for the abnormal
expression of the HTR2B gene in uveal melanoma.
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1. INTRODUCTION

Uveal melanoma (UM) is the most common primary ocular malignancy in adults,
accounting for 70% of all eye cancers. The overall mean age-adjusted incidence in
the United States is 4 to 6 per million individuals [1]. The actuarial 15-year
metastatic mortality is approximately 50% despite efficient treatment of the primary
ocular tumor [2]. Factors associated with metastatic disease include pathological
features [3], cytogenetic abnormalities such as monosomy 3 and 8q gain [4, 5],
BAP1 mutations [6], and the class 2 gene signature [7]. Indeed, a gene expression
signature comprising 12 genes that can discriminate between UM primary tumors
at low (class | genes: FXR1, LTA4H, ID2, ROBO1, MTUS1, LMCD1, STAB1 and
EIF1B) or high (class Il genes: HTR2B, CDH1, RAB31 and ECM1) risk of evolving
towards the formation of liver metastases has been described [8]. The 8-year
survival probability has been established to be 95% in class 1 patients against only
31% in class 2 patients [8]. The human gene encoding the 5-Hydroxytryptamine
receptor 2B (HTR2B), also known as the serotonin receptor 2B, turn out to be the
most discriminating among the class Il genes in order to identify UM patients at

high risk of evolving toward liver metastastic disease [9, 10].

The serotonin receptor HTR2B belongs to a larger family of proteins that comprises
seven sub-families (HTR1 to HTR7) [11]. When it binds its ligand serotonin (5-HT),
HTR2B activates the G proteins GNAQ, GNA11 and GNA13 and participates to
development and both cell proliferation and survival through the activation of a few
signal transduction pathways such as PLC, JAK/STAT and RAF/MEK/ERK
pathways [6, 11-13]. A recent study conducted in primary cultured hepatocytes
also reported the activation of the HTR2B receptor/(Gq)/PLC pathway and the
RTK/PIBK/ERK/mTOR signaling pathways in response to the binding of 5-HT to
the HTR2B receptor [14].
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By preventing differentiation of the neural crest cells, HTR2B also plays a role in
embryonic morphogenesis [15]. A few studies ascribed mitogenic and angiogenic
properties to serotonin [16-19]. Curiously, the HTR2B receptor has been described
as an oncogene in certain types of cancers (hepatocellular and prostate cancers)
[19-21] but also as a tumor suppressor in others (such as ovarian cancers) [22].
Moreover, alteration of HTR2B expression in Xenopus embryos was reported to
cause alterations in the proliferation rate and survival of retinal precursors in retina
that also result in abnormal retinal physiology [23]. Interestingly, excess serotonin
signaling that results from the overexpression of the HTR2B receptor was found to
cause the formation of irregularly shaped eyes that are inappropriately positioned
and oriented in Xenopus embryos [24].

Although the signal transduction cascades activated by the binding of serotonin to
HTR2B has been investigated for years, yet no study ever reported the
characterization of the regulatory sequences that are critical to ensure proper
transcription of the HTR2B gene. In this study, we cloned both the promoter and 5’-
flanking sequence from the human HTR2B gene and studied its regulation in
human uveal melanoma (UM) cell lines that express this gene to various levels.
We identified the presence of both a distal and a proximal silencer that negatively
regulate the transcription directed by the HTR2B promoter in the UM cell lines T97,
T108 and T143 that do not express this gene, but not in the HTR2B-expressing
T142 UM cell line. Members from the NFI family of transcription factors (TFs) were
found to activate HTR2B transcription by binding to its promoter region whereas
the TF RUNX1 was found to repress HTR2B promoter activity by interacting with
the distal silencer element. These results suggest that HTR2B gene expression is
likely dictated by subtle alterations in the nuclear ratio of TFs that either repress
(RUNX1) or activate (NFI) HTR2B transcription in UM cells.
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2. MATERIAL AND METHODS

This study was conducted in accordance with our institution’s guidelines and the
Declaration of Helsinki. The protocols were approved by the hospital and the
University Committees for the Protection of Human Subjects.

2.1. Cell Culture

The uveal melanoma cell lines T97, T98, T108, T111, T128, T131, T132, T142,
T143, T151 and T157 were each cultured from the primary tumors of different
patients diagnosed with this type of cancer and many of them have been
previously described [25-28]. Human embryonic kidney 293T cells were obtained
from ATCC (ATCC CRL-3216; Manassas, VA, USA). All cells were cultured in
DMEM Multicell (high glucose, with I-glut, without L-Pyruvate; Wisent, Québec, QC,
Canada) supplemented with 10% FBS High quality (Wisent, Québec, QC, Canada)
and 0,002% v/v gentamicin (Gibco) at 37°C under 5% CO..

2.2. Indirect immunofluorescence

Indirect immunofluorescence assays were performed on uveal melanoma cell lines
(T97, T1108, T142 and T143) grown on glass coverslips and acetone-fixed
(10 min at -20 °C). Cells were incubated for 45 min with a primary antibody
directed against the HTR2B protein (SAB4501476, Sigma-Aldrich, Oakville, On.
Canada) and used at an optimal dilution of 1:100 in phosphate-buffered saline
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 6.5 mM Na2HPO4 and 1.5 mM KH2POs4) containing
1% bovine serum albumin. The secondary antibody (rabbit anti-mouse 1gG (H + L)
conjugated with Alexa-fluor® 488 (1:400; Molecular Probes)) was incubated for
30 min. Cell nuclei were also labeled with Hoechst reagent 33258 (1:100; Sigma
Chemicals) following immunofluorescence staining. Cell samples were then
observed with an epifluorescence microscope (Eclipse E600; Nikon) and
photographed with a numeric CCD camera (AxioVision). Negligible background
was observed for controls (primary antibodies omitted).
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2.3. Plasmid constructs and oligonucleotides

A near 2 kb fragment bearing the 5’ flanking sequence of the human HTR2B gene
(from position -2000 to +96 relative to the theoretical mRNA start site) was
synthesized and cloned by Blue Heron (Bothell, WA, USA) upstream of the CAT
reporter gene into the pCATBasic vector (Promega, Madison, WI, USA).
Derivatives from the -2000/HTR2B construct bearing various deletions of the
HTR2B promoter were then produced by first digesting the parental plasmid with
the restriction enzyme Sbfl (target site located 5’ into the multiple cloning site
(MCS) of pCATBasic) followed by a second digestion with one of the following
enzymes: Spel (cuts at position -1297), Nsil (cuts at -710), Stul (cuts at -430) or
Sacl (cuts at -138). The restriction site overhangs of the double-digested plasmids
were blunt ended by treatment with Klenow (New England Biolabs Whitby, ON,
Canada) and ligated using T4 DNA ligase (New England Biolabs). All recombinant
HTR2B/CAT plasmids therefore share the same 3’ end (at position +96) but
different 5’ termini (5’ positions: -2000, -1297, -710, -430 -138). Target sites for the
transcription factor NFI identified at position -9, -210, -1249 and -1275 as well as
that for the transcription factor RUNX1 at position -1134 were mutated using the
QuikChange Lightning Multi  Site-Directed Mutagenesis Kit from Agilent

Technologies (Santa Clara, CA, USA) according to manufacturer’s instructions.

Construction of the pLenti6V5A derivatives that express high levels of each of the
four human NFI isoforms (NFIA, -B, -C and —X) have been recently described [26].
The double-stranded oligonucleotides used either as labeled probe or unlabeled
competitors in the EMSAs were chemically synthesized using a Biosearch 8700
apparatus (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, WA, USA). Their DNA
sequences are listed in Supplementary Table 1.

33



2.4. Expression of the human recombinant NFI isoforms

Expression and purification of each of the NFI isoforms was performed using the
IMPACT (Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag) protein
purification system as recommended by the supplier (New England Biolabs).
cDNAs encoding each of the NFI isoforms were cloned in the plasmid pTXB1 and
then transformed in E. coli ER2566 cells. Bacterially produced NFI proteins were
then bound to the chitin resin, washed with 100 ml of lysis buffer (20 mM Na-
HEPES pH8.5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% Triton X-100), incubated
overnight in 1 column volume of lysis buffer containing 50 mM DTT. NFI proteins
were then collected into 2 fractions of 500ul. The proteins remaining on the column
were collected following the addition of 5 ml of DTT-free lysis buffer. All collected
fractions were dialyzed against DNAsel buffer A (50 mM KCI, 20 mM KsPOs pH
7.4, 1 mM MgClz, 1 mM B-mercaptoethanol, 20% glycerol) and kept frozen at -
80°C. When needed, 30 pl of dialyzed, recombinant NFI proteins were
phosphorylated for 1 h at 30°C with casein kinase Il (500 U; New England Biolabs)
in CKIl buffer containing 19 uM ATP (final volume of 75 pl) prior to their use in
EMSA.

2.5. Transient Transfections and CAT Assays

All HTR2B/CAT recombinant plasmids were transiently transfected into the uveal
melanoma cell lines T97, T108, T142 and T143 grown to sub-confluence (70%
coverage of the culture plate) into 6-wells tissue-culture plates using either the
polycationic detergent Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Burlington, ON,
Canada) [29] or the K2® Transfection System (BIONTEX, Minchen, Germany).
Each tissue-culture well received 1 ug of the test plasmid and 0.5 pg of the hGH-

encoding plasmid PXGHS5 except for T143 cells, that were transfected with 2 ug of
the test plasmid and 0.5 pg of PXGH5. When indicated, high levels NFI expressing
pLenti6V5A derivatives (0.5 pg) were co-transfected along with the HTR2B/CAT
constructs (0.5 pg) in T108 cells. All cells were harvested 48 hrs following
transfection and CAT activities were determined and normalized to the hGH
secreted in the medium. The value presented for each test plasmid transfected

corresponds to the mean of at least three separate transfections performed in
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triplicate. Student’s t-test was performed for comparison of the groups. Differences
were considered statistically significant at P <0.05. All data are expressed as mean
+/- SD.

2.6. Nuclear extracts and EMSA (electrophoretic mobility-shift assay)

Nuclear extracts were prepared from all cell types cultured to mid-confluence (70%
coverage of the culture flasks) and dialyzed against DNase | buffer [50 mM KCI, 4
mM MgClz, 20 mM KsPO4 pH 7.4, 1 mM B-mercaptoethanol (Bio-Rad Laboratories,
Mississauga, ON, Canada) and 20% (v/v) glycerol], as described in ref. [30].
EMSAs were then conducted as described previously [31] by incubating nuclear
proteins with a 5’ *2P-end-labelled Bglll/BstXI, 278 bp DNA fragment bearing most
of the distal silencer of the a9 gene from position -1315 (BstXl site) to -1037 (Bglll
site) and labeled at its Bglll site. When indicated, a 238 bp Xbal/Sacl DNA
fragment bearing the entire basal promoter of the HTR2B gene, or double-stranded
oligonucleotides bearing either the high affinity binding site for the transcription
factor NFI [32] or the RUNX1 binding site identified in the HTR2B distal silencer
were also 5’ %?P-end-labeled and used as probes in EMSAs. Briefly, 5x10* cpm
labeled probe was incubated with the amount of crude nuclear proteins specified in
the legend of each figure in the presence of 2 ug of poly(dldC)-(dI-dC) (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA) and 50 mM KCI in buffer D [10 mM Hepes pH
7.9, 10% v/v glycerol, 0.1mM EDTA, 0.5 mM DTT (dithiothreitol; Sigma-Aldrich
Canada, Oakville, ON, Canada) and 0.25 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF;
Sigma-Aldrich Canada)]. Double-stranded oligonucleotides bearing various binding
sites for known transcription factors (Supplementary Table 1) were added as
competitors (10- to 750-fold molar excesses, as specified in the figure’s legends)
during the assay. DNA-protein complexes were next separated by gel
electrophoresis through either 6% (for both the 278- and 238 bp HTR2B labeled
probe) or 8% (for both the NFI and RUNX1 probes) native polyacrylamide gels run
against Tris-glycine buffer (50 mM Tris, 2.5 mM EDTA, 0.4 M glycine) at 4°C. Gels
were dried and auto-radiographed at —80°C to reveal the position of the shifted
DNA-—protein complexes generated. Super-shift experiments were conducted by

incubating 5ug nuclear proteins from T143 UM cells in the presence of 2 ul of a
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polyclonal antibody raised against NFI (SC-5567; Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, TX, USA).

2.7 Methylation Interference footprinting
The Bglll/BstXl 278 bp HTR2B distal silencer fragment used in the EMA was 5'
end-labeled at its Bglll site and partially methylated with DMS as described [33].

Approximately 5x109 cpm methylated, labeled probe was incubated with 30 ug
crude nuclear proteins from T143 cells in the presence of 5 pug poly(dl:dC) in buffer
D and DNA-protein complexes were separated by electrophoresis through a 6%
native polyacrylamide gel in Tris-glycine buffer. Following electrophoresis, the
DNA-protein complexes were visualized by autoradiography and isolated by
electroelution as described [34]. The isolated labeled DNA was then treated with

piperidine and further analyzed on a 8% sequencing gel as described [33].

2.8. Western blots

Sample buffer (63 mM Tris PH8.0, 10% glycerol, 2% SDS, 0.0025% bromophenol
blue, 300 nM [1-mercaptoethanol) was added directly to cells cultures and a rubber
policeman was used to collect the cells. Western blots were conducted as
described [35] using primary antibodies directed against the following proteins:
total NFI (sc-5567 (polyclonal), 1:2000; Santa Cruz Biotechnology), NFI-A (cat#
(polyclonal), 1:500; Abcam, Toronto, ON, Canada), NFI-B (cat# (monoclonal),
1:100; Abcam), NFI-C (cat# (monoclonal), 1:500; Abcam), NFI-X (cat# (polyclonal),
1:100; Abcam), RUNX1 (ab23980, 1:1000; Abcam) and a peroxidase-conjugated
AffiniPure Goat secondary antibody against mouse IgG (1:2500 dilution; Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA). The labeling was revealed
using ECL Plus Western Blotting Detection Reagents Kit (Amersham) [36, 37].
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2.9. Gene expression profiling

All microarray analyses were conducted by the gene profiling service of the
molecular genetic platform (Genetiguemoleculaire.com) from the CUO-Recherche
(Québec, QC, Canada). Briefly, cyanine 3-CTP labeled cRNA targets were
prepared from 50 ng of total RNA isolated from all types of cells using the Agilent
One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis kit (Agilent Technologies
Canada Inc., Mississauga, ON, Canada). Then, 600 ng cRNA were incubated on a
G4851A SurePrint G3 Human GE 8x60K array slide (60 000 probes, Agilent
Technologies). Slides were then washed, stained and scanned on an Agilent
SureScan Scanner and data further analyzed using the ArrayStar V12.1
(DNASTAR, Madison, WI) software for scatter plots and generation of the heat
maps of selected genes of interest as recently described [25, 27]. All data
generated from the array were also analyzed by RMA (‘Robust Multiarray
Analysis’) for background correction of the raw values. They were then transformed
in log2 base and quantile normalized before a linear model was fitted to the
normalized data in order to obtain an expression measure for each probe set. All
microarray data presented in this study comply with the Minimum Information
About a Microarray Experiment (MIAME) requirements. The gene expression data
have been deposited in NCBIs Gene Expression Omnibus (GEO,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and are accessible through GEO Series
accession number GSE GSE86915.

2.10. Chromatin immunoprecipitation assays (ChIP)-gPCR

ChIP analyses were conducted using the Zymo-SpinTM ChlIP kit (Zymo Research,
Irvine, CA, USA) on the UM cell lines T97, T108, T142 and T143. Briefly, when
they reached 80% confluence on 150-mm tissue culture dishes, UM cells were
harvested and 5x108 cells were cross-linked with 1% formaldehyde for 7 minutes
prior to sonication of cross-linked chromatins. The average size of the sonicated
DNA ranged between 300-600 bp. Cross-linked chromatin was then
immunoprecipitated with 1 ug antibodies against the transcription factors RUNX1
and NFI as previously reported [36, 38]. Incubation was also performed with a

mouse antibody against IgG2a Fc (Chemicon, Temecula, CA) as a negative control.
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gPCR analyses were then performed using the specific primers listed in
Supplementary Table 1. The values for the samples immunoprecipitated by the
anti-NFI, anti-RUNX1 and control IgG were normalized both to the input chromatin
and the 1gG signal. ChlP results were confirmed by two independent experiments
and gPCR was performed in quadruplicate for each sample. As a negative control,
each ChlIP sample was also subjected to qPCR using primers (p21-F and p21-R;
Supplementary Table 1) specific to a region located ~2 Kbp upstream from the
human p21 promoter (cycle parameters are described in the next sub-section).

2.11. Quantitative PCR (qRT-PCR)

Quantity and quality of total RNA from all UM cell lines was assessed using an
Agilent Technologies 2100 bioanalyzer and RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA USA). RNAs were used for gPCR and gene
profiling analyses only if their RNA integrity number (RIN) was greater than 7 over
10. Reverse transcription was performed using High Capacity cDNA Reverse
Transcrition Kit random hexamer primers following the manufacturer’s protocol for
synthesis the first strand cDNA (AB applied biosystems, Foster City, CA, USA).
Equal amounts of cDNA were run in quadruplicate and amplified in a 20 pl reaction
containing 10 pL of 2X SYBR green Advanced qPCR mastermix (Wisent, Québec,
QC, Canada), 100 nM of upstream and downstream primers, and 1 ng of cDNA
target. No-template controls were also used as recommended. The mixture was
incubated at 95°C for 3 min, and then cycled at 95°C for 10 sec and at 60°C for 20
sec for 35 cycles using the QIAGEN Rotor-Gene Q real-time cycler. Amplification
efficiencies were validated and normalized to the actin mRNA transcript and
quantity of target genes were calculated according to a standard curve. The
primers were designed using PrimerQuest Tool (IDT, Integrated DNA technologies,
Coralville, WA, USA) and are listed in Supplementary table 1.

38



2.12. Statistical analyses

Student’s t-test was performed for comparison of the groups in both transfection
and qRT-PCR analyses. Differences were considered to be statistically significant
at P < 0.05. All data are also expressed as mean = SD.

3. RESULTS

3.1. HTR2B expression in human uveal melanoma cell lines

Gene profiling on microarrays was first exploited in order to monitor the expression
of the four candidates (HTR2B, CDH1, RAB31 and ECM1) that belong to the UM
class Il gene signature in a variety of UM cell lines cultured at low passage (P1 to
P16). As shown on Figure 1A, UM cell lines that express high levels of HTR2B also
often express elevated levels of the CDH1, RAB31 and ECM1 genes (ratio of
signal normalized to the internal control B2-microglobulin (RNS) ranging from
0.0002 to 0.3661; Figures 1A, left). The highest normalized level of HTR2B
expression was observed in the UM cell lines T142 (RNS: 0.0205), T151 (RNS:
0.3661) and T157 (RNS: 0.0134) whereas the lowest levels were observed in
T97,T98, T108, T111, T128, T131, T132, and T143 cells (with RNS of 0.0004,
0.0009, 0.0002, 0.0004, 0.0007, 0.0005, 0.0007 and 0.0002, respectively). When
analyzed as replicates (Figure 1A, right), low HTR2B-expressing UM cell lines
present with an RNS of 0.0005+0.0002 whereas it is of 0.1333+£0.2016 for high
HTR2B-expressing UM cell lines (which corresponds to a 267-fold difference
between low and high HTR2B-expressing UM cells). The variations in HTR2B
expression observed by microarrays between UM cell lines were also validated by
gPCR (Figure 1B). However, despite that T97, T108 and T143 cells were found to
express no or only very low levels of the HTR2B transcript (as revealed by both
gene profiling and gPCR analyses), a significant amount of HTR2B protein could
be observed by Western blot (and further validated by indirect
immunofluorescence) in these UM cell lines (as well as in T142; Figure 1C and
1D). Interestingly, normalization of the HTR2B signal to that of the actin internal
control provided evidence that T108 cells, which express a very low, barely
detectable HTR2B mRNA level, also have the highest normalized level of HTR2B
protein (ratio of 2.79; Figure 1C). This result is also consistent with the higher,

more uniform and less diffuse signal obtained in immunofluorescence analysis for
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T108 cells (Figure 1D). On the other hand, T142 cells, which express the most
HTR2B at the mRNA level, had the lowest normalized ratio of HTR2B protein
(0.92; Figure 1C) therefore suggesting that a reverse relationship may exist
between expression of HTR2B at the mRNA and protein levels.
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Figure 1. Expression of HTR2B in UM cell lines. A) Heatmap representation of
the transcriptional profiles of the class 2 genes from the uveal melanoma gene
signature (HTR2B, CDH1, RAB31 and ECM1) expressed by UM cell lines. Data for
each individual UM cell lines are organized into two different categories: those that
express either no or only very low levels of HTR2B are grouped in the ‘HTR2B
Down’ category whereas those that express moderate to high levels of HTR2B are
within the ‘HTR2B Up’ category. Microarray data for the housekeeping genes (2-
microglobulin (B2M) and golgin subfamily A member 1 (GOLGA1) that are
expressed respectively to very high and low levels in all types of cells are also
shown. B) qPCR analysis of HTR2B expression in cells used on Panel B. Data are
presented as the ratio of 10101100 mRNA copy number over that of the GAPDH.
Standard deviation is provided. C) Western blot analysis of HTR2B expression in
T97, T108, T142 and T143 cells. Actin expression was monitored as a
normalization control. D) Immunofluorescence analysis of HTR2B expression (in
green) in the UM cell lines T97, T108, T142 and T143 grown to sub- (left panel) or
mid-confluence (middle panel). Phase contrast micrographs of the cells used for
immunofluorescence analyses are also provided for each cell line (right panel).
Insets: negative controls in which the primary antibody was omitted. Nuclei were
counterstained with Hoechst 33258 reagent and appear in blue. Scale bar: 20uM.
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To identify putative target sites for transcription factors (TFs) that may be important
for expression of the HTR2B gene in UM cell lines, we subjected a segment from
the HTR2B gene extending up to approximately 2 Kbp upstream from the
theoretical HTR2B mRNA start site to a search with the TFSEARCH program.
Target sites for 25 different TFs (or families of TFs) that can potentially bind the
HTR2B promoter were identified using this program (Figure 2A). Interestingly, a
particularly high number of putative target sites were identified for the TF RUNX1
(9 sites) and the members of the NFI family (17 sites). Proteins from these two TF
families are of a particular interest in that they have been reported to function either
as transcriptional activators or repressors of many genes [39-43]. We next
examined the pattern of expression for each of these TFs in the different UM cell
lines that also express the HTR2B gene to different levels by searching the
microarray data files used for generating the data from Figure 1A. As shown on
Figure 2B, some of these TFs, such as GATA-1, GATA-2, HNF-3B, SOX-5,
RUNX2 and c-Myb are either not expressed or only barely detectable in all UM cell
lines examined and thus are not worth paying them too much attention. The low
HTR2B expressing cells (T97, T98, T108, T111, T128, T131, T132 and T143)
distinguish themselves from those that moderately or highly express that gene
(T142, T151 and T157) by their lower level of expression of the TFs RUNX1, NFIA,
some of the C/EBP and STAT family members, and all the AP-1 constituting
subunits (most particularly c-Jun, c-Fos, FRA-1, FRA-2 and FosB) (Figure 2B, right
column (replicates)) therefore suggesting that these TFs might contribute to the
variations observed in the expression of the HTR2B gene between UM cell lines.
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Figure 2. Putative transcription factor binding sites along the HTR2B
promoter and 5’-flanking sequence. Schematic representation of the human
44



HTR2B promoter and 5’-flanking sequence. Potential binding sites for a variety of
transcription factors (Sp1, AP-1, AP-2, NF-kB, CREB, NFI, etc...) are indicated,
along with the position of the theoretical transcriptional start site (+1). Negative
values are positions relative to the mRNA start site. B) Heatmap representation of
the transcriptional profiles of all the TFs expressed by UM cell lines for which a
putative target site was identified in panel A. Data for each individual UM cell lines
that express either no or only very low level of HTR2B (HTR2B Down) are aligned
with those that express moderate to high levels of HTR2B (HTR2B Up). They are
also expressed as HTR2B down and up replicates (right column). Microarray data
for the housekeeping genes (2-microglobulin (B2M) and golgin subfamily A
member 1 (GOLGAT1) that are expressed respectively to very high and low levels in
all types of cells are also shown. The data presented were extracted from the
microarray data files used for generating Figure 1.
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3.2. HTR2B gene transcription is modulated by both positive and
negative regulatory elements

To precisely delineate the position of the regulatory elements required for ensuring
basal expression of the HTR2B gene, recombinant plasmids bearing the CAT
reporter gene fused to different segments from the HTR2B gene promoter and 5’-
flanking sequences (Figure 3B) were transfected into UM cell lines that express
either very low (T97, T108 and T143) or intermediate (T142) levels of HTR2B,
respectively (Figure 3A). Transfection of the plasmid HTR2B/-138 that contains the
HTR2B promoter sequence from 3’ position +96 to 5’ position -138 relative to the
transcriptional start site yielded easily detectable CAT activities upon transfection
of all UM cell lines (Figure 3C). However, extending the HTR2B promoter to
position -430 (in plasmid HTR2B/-430) caused a significant 2.7- to 5.3-fold
repression in the HTR2B-negative UM cell lines T97, T108 and T143 but not in the
HTR2B-positive T142 cells (Figure 3C). Extending the HTR2B promoter by 280 bp
to position -710 (in HTR2B/-710)) partly rescued basal CAT activity in T97, T108
and T143 cells but had no influence in T142 cells. Extending further the HTR2B
promoter to position -1297 resulted in a strong repression (7- to 12-fold repression)
of the CAT activity relative to the level directed by the HTR2B/-138 construct in
T97, T108 and T143 but not in T142 cells. Again, this repression was partly
released upon transfection of the plasmid HTR2B/-2000 in T97, T108 and T143
cells. Collectively, these results indicate clearly that transcription of the HTR2B
gene is under the control of two negative silencer elements: a strong one
(designated as the distal silencer (Silencer D)) located between positions -710/-
1297, and a weaker one (designated as the proximal silencer (Silencer P)) present
between positions -138/-430 (Figure 3D). They also suggest that regulatory
elements required to ensure basal expression of HTR2B are present between
positions +96 and -138.
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Figure 3. Transfection of the HTR2B gene promoter in UM cell lines.

A) Heatmap representation of HTR2B expression in UM cell lines. The color scale
used to display the log2 expression level values is determined by the Hierarchical
clustering algorithm of the Euclidian metric distance between genes. A dark blue
color corresponds to very low level of HTR2B gene expression whereas high levels
appear in yellow/red. The values of the HTR2B linear signals are also provided. B)
Schematic representation of recombinant constructs bearing the CAT reporter
gene fused to various segments from the human HTR2B gene promoter. Numbers
indicate position relative to the HTR2B theoretical mRNA start site (indicated by a
curved arrow). C) CAT activities measured following transfection of the HTR2B
constructs shown in panel A in the UM cell lines that express either low (HTR2B;
T97, T108 and T143) or high (HTR2B*; T142) levels of the HTR2B transcript. CAT
activity is expressed relative to the level directed by the HTR2B/-138 construct. *:
Values considered to be statistically significant from those obtained with the
HTR2B/-138 construct (P value < 0.001). D) Schematic representation of both the
proximal (Silencer P) and distal (Silencer D) silencers along the HTR2B promoter
and 5’-flanking region based on the transfection results from panel B. Positions of
the 5’ end-point of each HTR2B/CAT construct is indicated.
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3.3. Members from the NFI family bind to the HTR2B promoter and
positively regulate its transcriptional activity in uveal melanoma

To assess whether UM cell lines express NFI in vitro, nuclear extracts were
prepared from T97, T108, T142 and T143 cells and used in electrophoretic mobility
shift assays (EMSASs). A single, diffuse DNA-protein complex typical of NFI binding
to DNA was observed upon incubation of nuclear proteins from all UM cell lines
with a labeled probe bearing the high affinity NFI target site (Fig. 4A). Although
equal amounts of nuclear proteins (5ug) were used for the assay, the extract from
T108 cells yielded only a weak DNA-protein signal on gel whereas that from T142
generated the strongest shifted complex. Addition of either a 25- or 250-fold molar
excess of the unlabeled NFI oligonucleotide, but not that of a double-stranded
oligonucleotide bearing the target site for the unrelated transcription factor Sp1,
entirely eliminated formation of the specific NFI complex (Figure 4B). The binding
specificity was further demonstrated by the significant reduction of the NFI complex
and the formation of a new supershifted complex (SSC) of low electrophoretic
mobility upon addition of a polyclonal antibody that recognizes all NFI isoforms
(Fig. 4B; NFI Ab).

To decipher which of the four NFI isoforms are expressed by our UM cell lines,
nuclear proteins prepared from T97, T108, T142 and T143 UM cells were Western
blotted using antibodies specific to the NFIA, -B, -C and —X isoforms. An antibody
that can recognize all NFIl isoforms (NFI Total) has also been used as a control. As
shown on Figure 4C, T97, T142 and T143 cells express all four NFI isoforms,
although to different levels (T97 primarily express both NFIA and NFIB whereas
T142 and T143 cells predominantly express the NFIC isoform). On the other hand,
T108 only expresses the NFIA and NFIX isoforms. The multiple bands detected for
some of the NFI isoforms (particularly noticeable for both NFIA and NFIC) are most
likely indicative of post-translational modifications occurring in some UM cell lines
(for instance T97 and T108 for NFIA and T142 and T143 for NFIC).
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Figure 4. Expression of NFI in the UM cell lines. A) Nuclear proteins (5 ug)
obtained from the UM cell lines T97, T108, T142 and T143 were incubated with a
double-stranded oligonucleotide, 5’ end-labeled probe bearing the high affinity
binding site for NFI. Formation of DNA-protein complexes was then monitored by
EMSA. The position of the NFI DNA-protein complex is indicated along with that of
the free probe (U). P: labeled probe without added proteins. B) Nuclear proteins
from T143 cells were incubated with the NFI labeled probe either alone (C+) or in
the presence of a 25- or 250-fold molar excess of unlabeled competitor
oligonucleotides bearing the high affinity target site for either NFI or Sp1. When
indicated (last track), a polyclonal antibody that can recognize all NFI isoforms (NFlI
Ab) has been added along with T143 nuclear proteins. The position of the DNA-
protein complexes corresponding to NFI bound to the labeled probe is indicated as
well as that of a supershifted complex (SSC) yielded by the addition of the NFI
antibody. C) Western blot analysis of the NFIA, NFIB, NFIC and NFIX isoforms in
the UM cell lines T97, T108, T142 and T143. UM cell nuclear extracts were also
blotted using an antibody that can recognizes all four NFI isoforms (NFI Total).
Actin expression was monitored as a normalization control.
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The -710/-1297 distal silencer bears the highest number of putative NFI target sites
identified along the HTR2B promoter and 5’-flanking sequence (10 out of 17;
Figure 2A). We therefore examined the ability of each of the four NFI isoforms to
interact with the HTR2B distal silencer element by EMSA. To that purpose, we 5’
end-labeled a 278bp Bglll/BstXI restriction fragment bearing a large segment from
the HTR2B sequence (from position -1037 to -1315; 7 NFI sites) and incubated this
labeled probe with bacterially produced, recombinant NFIA, NFIB, NFIC and NFIX
proteins prior to analysis of the DNA-protein complexes by EMSA. As shown on
Figure 5A, incubation of each of the recombinant NFI isoforms with the labeled
probe bearing the prototypical, high affinity NFI binding site used in Figure 4
yielded a typical NFl-protein complex on the EMSA. However, when the NFI
labeled probe is replaced by the HTR2B 278bp Silencer D labeled probe, only the
NFIC and NFIX isoforms could yield a shifted DNA-protein complex on gel (Figure
5B; the position of the complexes yielded by NFIC and NFIX is different from that
obtained in panel A because of the variation in the size of the labeled probe used
(26 bp in panel A and 278 bp in panel B) which also required a much longer time of
gel migration in panel B in order to bring the free probe to the bottom of the gel).
The NFIC and NFIX isoforms have been shown to be expressed at both the mRNA
(Figure 2B) and protein (Figure 4C) level in most of our UM cell lines.
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Figure 5
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Figure 5. Differential binding of the NFI isoforms to the HTR2B silencer D
region. A) The high affinity NFI labeled probe used in Figure 4A was incubated
with equal amounts of bacterially produced, recombinant NFIA, NFIB, NFIC and
NFIX proteins prior to analysis of the DNA-protein complexes by EMSA (the
reaction mix was loaded on a 8% native polyacrylamide gel run at 40 V for 18
hours). The position of the various NFI complexes is shown along with the position
of the free probe (U). P: labeled probe without added proteins. B) Same as in panel
A except that a 278bp Bglll/BstXIl restriction fragment bearing most of the HTR2B
distal silencer sequence from position -1037 to -1315 was 5’ end-labeled at its Bglll
site and used as the probe in the EMSA (the reaction mix was loaded on a 6%
native polyacrylamide gel run at 80 V for 18 hours). The position of both the NFIC
and NFIX DNA-protein complexes is indicated.
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In order to evaluate whether binding of NFI to the target sites identified in the
HTR2B gene promoter and 5’-flanking sequence function as activators or
repressors of gene transcription, we identified those whose sequence is the closest
from the prototypical NFI target site [44, 45] and used site-directed mutagenesis
combined with transfection experiments to evaluate their contribution to the HTR2B
promoter activity. Four putative target sequences (located at positions -9, -210, -
1249 and -1275 relative to the HTR2B mRNA start site) with identities to the
prototypical NFI sequence ranging from 12 to 14 preserved nucleotides (relative to
the 15 residues of the prototypical NFI site) were therefore chosen (Figure 6A).
Each of these NFI sites was mutated in the HTR2B promoter-bearing plasmids,
either individually or in combination, and the derivative constructs transfected along
with their parental unmutated constructs in T108. As indicated on Figure 6C,
mutation of the -9 NFI site in the context of the complete promoter (in the plasmid -
2000/NFIm(-9)) yielded a near 7-fold reduction in T108 cells when compared to its
parental vector HTR2B/-2000 (considered as 100%). On the other hand, mutating
either the -210 (in -2000/NFIm(-210)) or the -1249 (in -2000/NFIm(-1249)) NFI site
reduced CAT activity by only 40% and 27% in these cells, respectively.
Interestingly, mutation of both the -9 and -210 NFI sites in the plasmid -
2000/NFIm(-9,-210) caused a dramatic reduction of the CAT activity to only 6%
(17-fold repression) relative to the level driven by the parental, unmutated plasmid -
2000/HTR2B. Mutating both the -1279 and -9 sites in -2000/NFIm(-9,-1249) did not
reduce promoter activity beyond the level of the -9 NFI mutant alone (18% vs 15%,
respectively) suggesting that the regulatory impact of the -1275 NFI site is
negligible. Similarly, mutating the -1275 NFI site along with both the -9 and -210
sites in plasmid -2000/NFIm(-9,-210,-1275) did not reduce further the CAT activity
(5% of the level directed by the parental plasmid -2000/HTR2B) than the level
observed with the plasmid -2000/NFIm(-9,-210). Mutation of all four NFI sites in -
2000/NFIm(-9,-210,-1249, -1275) reduced CAT activity to very much the same
level (9%) as that yielded by the -9/-210 double mutant (6%). These results
suggest that most of the positive influence exerted by the TF NFI is mediated by
the -9 site whereas the three remaining NFI sites only exert a marginal influence on
the HTR2B promoter under the conditions used.
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Figure 6. Transfection of the mutated NFI constructs in the UM cell lines. A)
The DNA sequences of four NFI target sites identified in the HTR2B regulatory
region at position -9, -210, -1249 and -1275 are aligned with the high affinity
consensus sequence for NFI. The nucleotides preserved between each of the
HTR2B NFI sites and the NFI consensus sequence (all shown in capital letters) are
indicated (match) along with those that have been selected for site-directed
mutagenesis (mutations are shown in red). B) Schematic representation of the
HTR2B/-2000, HTR2B/-430 and HTR2B/-138 wild-type (WT) parental plasmids
along with their derivatives that have been mutated in one or more of the NFI sites
shown in panel A (the NFI sites preserved in each construct are shown in red). C)
CAT activities measured following transfection of the HTR2B constructs from panel
B in T108 cells. CAT activity is expressed relative to the level directed by the
parental construct HTR2B/-2000. *: Values considered to be statistically significant
from those obtained with the corresponding unmutated, parental construct (P value
< 0.001). D) Nuclear proteins (15 pg) from 293T cells were incubated with the
consensus NFI labeled probe either alone (C+) or in the presence of a 25-, 100-,
250- or 500-fold molar excess of unlabeled competitor oligonucleotides bearing the
high affinity prototypical NFI site (NFI cons.) or the NFI sites identified at position -9
(-9WT) or -210 (-210WT) in the HTR2B gene promoter. The position of the NFI
complexes is indicated as well as that of the free probe. E) The HTR2B/-2000 and
HTR2B/-138 plasmids were co-transfected in T108 cells with expression plasmids
encoding high levels of each of the NFI isoforms (either individually or in
combination) or with the pLenti6V5A empty vector (CtICMV). CAT activities were
measured and expressed relative to the level directed by the parental constructs
HTR2B/-2000 and HTR2B/-138. *: Values considered to be statistically significant
from those obtained with the corresponding unmutated, parental construct (P value
< 0.001).
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Competitions in EMSA using increasing amounts (25- to 500-fold molar excesses)
of unlabeled double-stranded oligonucleotides bearing the DNA sequence of either
the -9 or -210 HTR2B NFI site revealed that the HTR2B -9 NFI oligonucleotide was
as efficient as the prototypical NFI site to compete for the formation of the NFI
DNA-protein complex yielded by the nuclear extract prepared from 293T cells
(which has been used as the source of proteins as we have found them to express
high levels of nuclear NFI; Figure 6D). On the other hand, the -210 NFI
oligonucleotide was 20-times less effective (as revealed by the ratio of the cpm
from the shifted NFI DNA-protein complex over the total cpm counts) than the -9
oligonucleotide at competing for the formation of the NFI complex. This is
consistent with the fact that the -9 NFI site is divergent from the consensus NFI site
by only one nucleotide whereas the -210 site diverges from the consensus by 2
nucleotides (Figure 6A).

We next transfected the wild-type HTR2B/-138, HTR2B/-430 and HTR2B/-2000
constructs in T108 cells along with expression vectors encoding each of the NFI
isoforms. As shown on Figure 6E, the basal HTR2B/-138 plasmid (this plasmid was
selected because it is deleted from the -210 NFI site and therefore bears only the -
9 NFI site) responded to both NFIA (increase to 168 £ 33%) and NFIB (increase to
227 + 46%) in T108 cells but not to NFIC and NFIX. Its activity also increased (to
184 + 52%) when all four NFI isoforms were co-transfected along with HTR2B/-
138. As for HTR2B/-138, the HTR2B/-2000 plasmid responded very efficiently to
both NFIA (increase to 286 + 61%) and NFIB (increase to 358 + 57%) but not to
NFIC and NFIX whereas its activity also increased (to 220 + 35%) when co-
transfected along with all four NFI isoforms.
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3.4. The transcription factor RUNX1 binds to the HTR2B promoter and
negatively regulate its transcriptional activity in uveal melanoma

As NFI does not appear to significantly contribute to the repressive influence
mediated by the HTR2B distal silencer, we next exploited in vitro DMS methylation
interference footprinting combined to EMSA in order to determine whether
transcription factors other than NFI can bind this area from the HTR2B gene.
Again, we 5’ end-labeled the 278bp Bglll/BstXI restriction fragment bearing most of
the HTR2B distal silencer sequence (from position -1037 to -1315) and partly
methylated the labeled DNA with dimethylsulfate (DMS). This methylated, labeled
probe was then incubated with nuclear proteins from T143 UM cells and the DNA-
protein complexes analyzed by EMSA. As shown on Figure 7A, incubation of T142
nuclear proteins with the 5-end labeled, DMS methylated 278bp probe yielded
three distinct DNA-protein complexes on gel (S1, S2 and S3). Interestingly, the
methylated G residues that interfere with binding of the nuclear proteins yielding
the S1, S2 and S3 complexes were the same (Gs at position -1125, -1126 and -
1128) for each of them (Figure 7B). Detailed analysis of the DNA sequence
bearing the protected G residues revealed that they were all located into one of the
nine putative target sites identified for the transcription factor RUNX1 (Figure 2A
and Supplementary Figure 1). This HTR2B distal silencer DNA sequence bears no
target site for other TFs besides RUNX1, as revealed by its analysis using the
TFSEARCH program. We next derived a 28bp, double-stranded oligonucleotide
bearing the DNA sequence of the HTR2B RUNX1 site identified by DMS
methylation interference and used it as a labeled probe in EMSA to monitor binding
of this TF in nuclear extracts from our UM cell lines. Consistent with the EMSA
results from Figure 7A, nuclear extracts from T97, T108, T142 and T143 cells all
yielded multiple DNA-protein complexes when incubated with the RUNX1 labeled
probe, although much weaker signals were observed with the extract from T108
cells (C+; Figure 8A). Addition of a 100-fold molar excess of unlabeled RUNX1
oligonucleotide entirely prevented formation of the RUNX1 complexes whereas an
unlabeled RUNX1 derivative (RUNX1-mut) in which the three G residues identified
by DMS footprinting were mutated into adenines could not, thereby demonstrating
the specificity for the formation of the multiple RUNX1 complexes seen on the
EMSA. A DNA-protein complex of very low electrophoretic mobility on gel was also
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observed on the EMSA for all UM cell lines (arrowhead on Figure 8A). However,
the protein yielding this complex could be competed both by the wild-type and
mutated RUNX1 oligonucleotides indicating clearly that besides RUNX1, another
nuclear protein expressed by all UM cell lines can bind the 28bp RUNX1

oligonucleotide used as a probe.

EMSAs were repeated again by substituting the 28bp RUNX1 labeled probe with
the 278bp Bglll/BstXl labeled probe used for DMS footprinting. Incubation of
nuclear proteins from T143 cells with the 278bp labeled probe from the HTR2B
distal silencer yielded the formation of multiple, diffuse complexes on gel (C+;
Figure 8B). Addition of a 100-fold excess of unlabeled RUNX1 oligonucleotide
reduced formation of the RUNX1 complexes by approximately 60% whereas the
mutated RUNX1-mut oligo had no impact. Interestingly, competing with unlabeled
oligonucleotides bearing the high affinity target site for either NFI or AP-1 also
reduced formation of the RUNX1 DNA-protein complexes on gel (compare the
results from lanes 5 and 6 with that of lane 2; Figure 8B) suggesting that both NFI
and AP-1 likely contribute to the formation of the complexes seen in lane 2.
Addition of both the RUNX1 and AP-1 unlabeled oligonucleotides together in the
reaction mix entirely prevented the formation of the DNA-protein complexes yielded
by the T143 nuclear extract (compare lane 9 with lane 2). Analysis of RUNX1
mRNA expression by microarray (Figure 8C) and qPCR (Figure 8D) confirmed that
T97 and T108 UM cells express the highest and lowest level of the RUNX1
transcript, respectively. Consistent with the results of the EMSA from panel A, the
UM cell lines T97 and T142 were found by Western blot to express high levels of
the RUNX1 protein whereas T143 and T108 express moderate and low levels of
that protein, respectively (Figure 8E). Transfection of a derivative from HTR2B/-
2000 that has its RUNX1 site mutated (-2000/RUNX1m ) in both T108 and T142
UM cells resulted in a 2.8- and 2.7-fold increase in CAT activity, respectively,
relative to the level directed by the wild-type parental construct (Figure 8F)
indicating that RUNX1 functions as a repressor of HTR2B gene transcription in

these cells.
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Figure 7. In vitro DMS footprinting of RUNX1 binding to the HTR2B promoter.
A) The 278bp -1037/-1315 Bglll/BstXI restriction fragment bearing most of the
HTR2B distal silencer sequence used in Figure 5B was 5’ end-labeled at its Bglll
site, methylated with DMS and then incubated with 30 pg nuclear proteins from
T142 cells before separation of the DNA/protein complex by EMSA. B) Both the
labeled DNA-protein complexes (S1, S2 and S3) and the unbound fraction of the
probe (U) from panel A were isolated and further treated with piperidine before
being analyzed on a 8% polyacrylamide sequencing gel. Labeled DNA samples
were separated at 1800 V for either 90 (short run) or 180 min (long run) to improve
readability of the sequence over a longer stretch of DNA. The DNA sequence from
the HTR2B promoter that includes the protected G residues (protected G residues
are identified by black dots) is indicated along with its positioning relative to HTR2B
mRNA start site.
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Figure 8. Expression of RUNX1 in the UM cell lines. A) Nuclear proteins (20 ug)
obtained from the UM cell lines T97, T108, T142 and T143 were incubated with a
5’ end-labeled, 28bp oligonucleotide bearing the DNA sequence of the RUNX1 site
identified in the HTR2B distal silencer, either alone (C+) or in the presence of a
500-fold molar excess of unlabeled RUNXI or its mutated derivative (RUNX1-mut).
Formation of DNA-protein complexes was then monitored by EMSA. The position
of the RUNX1 DNA-protein complexes is indicated along with that of the free probe
(U). B) Nuclear proteins from T143 cells were incubated with the 5’ end-labeled
278bp -1037/-1315 Bglll/BstXI restriction fragment from the HTR2B distal silencer
either alone (C+) or in the presence of a 100-fold molar excess of unlabeled
RUNX1 or RUNX1-mut oligonucleotides, or with oligonucleotides bearing the high
affinity target sites for NFI and AP-1. The position of the RUNX1 DNA-protein
complexes is indicated. Expression of RUNX1 was monitored at the transcriptional
level in T97, T108, T142 and T143 cells by microarrays (panel C) and qPCR
analyses (panel D). E) Western blot analysis of RUNX1 in the UM cell lines T97,
T108, T142 and T143. Actin expression was monitored as a normalization control.
F) CAT activities measured following transfection of the parental HTR2B/-2000
construct or its RUNX1-mutated derivative (-2000/RUNX1m(-1175)) in T97 and
T143 UM cells. CAT activity is expressed relative to the level directed by the
parental construct HTR2B/-2000. *: Values considered to be statistically significant
from those obtained with wild-type HTR2B/-2000 (P value < 0.001).

64



or-01X i "(unewoyd ndur 03 2A1E[2I) JUSWYILIUS £)T] I9A0 (UnewWOIYD Indul 0} A1) JUIWYOLIUD [XNNY 0 [IN JO sedueyd p[oj se pajuasaid aI1e ejeQq

$T9 69T 1 86 vt 0SL89€T 99 I L90 1 609 SL6 09L 976 788 1 (IXNNY LTIT-) ZTOI-/¥ETI-
gLl 4! 8S¥ 8 0TT 8T 14 p9¢ TEI 999 96S 1 £es e (1IN SLT1- PUe 64T1-) 6ZT1-/0TP1-
£9 956 98S § SIS 891 £6 ILT 8E6 V1 134 yi8 61 (1IN O0I1Z-)  €E1-/L8E-
s $S0 S¥6 ¥SS 9 09T ¢ 8 801 8S1 999 99L T (1IN 6) £8+/¢T1-

uoidax jowoxd gZYLH

«IXNNY *[AN « I XN AN * XN *[AN = [ XNMA *[AN 41 parendroardounwug

EVIL il 80IL L6L U (120 NN

¥Odb-dIyD £q uordox Junjueyy- ¢ pue snjowold [eseq gZYLH 2 03 Surpuiq [ XNNY PUe AN JO UONIAOP 0dza U] * Qe L



3.5. Both RUNX1 and NFI binds in vivo to the HTR2B promoter in
uveal melanoma

Binding of NFI and RUNX1 to either the basal promoter or the distal silencer of the
HTR2B gene was next examined in vivo by ChIP-gPCR analyses. The chromatin
immunoprecipitated in each cell line by the NFI and RUNX1 antibodies was
quantified by gPCR. As a negative control, the sonicated chromatin was also
immunoprecipitated with an anti-lgG antibody. Data were normalized to both the
input chromatin and the 1gG signal. ChlIP assays were performed on cross-linked
chromatin isolated from the UM cell lines T97, T108, T142 and T143. The pairs of
primers used for the gPCR analyses were selected to amplify the -123 to +83 (-9
NFI), -387 to -133 (-210 NFIl), -1420 to -1229 (-1249 and -1275 NFIl) and -1234 to -
1022 (-1127 RUNX1) areas from the HTR2B gene (Supplementary Table 1).
Consistent with the transfection results, a strong enrichment of the HTR2B basal
promoter DNA segment was obtained when the chromatin was immunoprecipitated
with an antibody that recognizes all NFI isoforms (Table 1). Indeed, the basal
promoter area bearing the -9 NFI site was found to be occupied by NFI in all four
UM cell lines (enrichment of the amplified region in T97, T108, T142 and T143 was
defined as ‘strong’, ‘weak’, ‘weak’ and ‘very strong’, respectively). A similar
scenario was also observed for the -210 NFI site which was found to be occupied
by NFI in all UM cells with a clear predominance for both T108 and T143 cells
(‘weak’, ‘very strong’, ‘weak’ and ‘strong’ enrichment of the ampilified region in T97,
T108, T142 and T143, respectively; Table 1). The area bearing both the -1249 and
-1275 NFI sites, which is also very close from the footprinted RUNX1 site (this area
also bears two putative RUNX1 sites at positions -1280 and -1295), was
‘moderately’ bound by NFI in T97, T108 and T142 cells. Interestingly, and unlike
the two previous promoter proximal areas that could not bind the RUNX1 TF in
vivo, the -1420/-1229 area could efficiently bind RUNX1 in all but T108 UM cells
(‘strong’, ‘very weak’, ‘weak’ and ‘weak’ enrichment of the amplified region in T97,
T108, T142 and T143, respectively; Table 1). Finally, bindings of RUNX1 ranging
from strong (in T142 and T143) to very strong (in T97) were observed in all but
T108 UM cells when the area bearing the footprinted -1127 RUNX1 site was
amplified using the -1234/-1022 specific primers (Table 1). Binding of NFI to this
particular region could also be observed in T97 (strong), T108 (weak) and T143
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(intermediate) cells. We conclude from these results that both NFI and RUNX1 cell-
specifically interact in vivo with the promoter and 5’-flanking region of the HTR2B

gene.
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4. DISCUSSION

Malignant uveal melanoma (UM) is the most common primary intraocular tumor in
the adult population. Despite that it remains a rare disease (4 to 6 per million
individuals), what makes UM so insidious is its propensity to remain dormant under
the form of micro-metastases for as much as 12 to 15 years after enucleation
before they progress into a clinically detectable metastatic disease. One particular
characteristic that is clearly becoming a discriminating mark in order to identify
those primary UM tumors at risk of progressing toward the metastatic disease is
the detection of high levels of the HTR2B mRNA transcript [9, 10, 46] However, no
study has ever explored the mechanistic of this deregulated HTR2B gene
expression at the transcription level. In this study, we investigated, both in vitro and
in vivo, the molecular mechanisms that may contribute to the abnormally elevated
expression of the HTR2B gene in UM. We demonstrated that HTR2B gene
transcription is ensured in part by the binding of the transcription factors NFI and
RUNX1 to distinct target sites within the basal promoter and upstream silencer
elements. NFI was found to exert a strong positive regulatory influence on HTR2B
gene expression whereas RUNX1 acted as a repressor of that gene.

Transfection analyses revealed that alternating positive and negative regulatory
regions are present along the HTR2B gene promoter and 5’-flanking region. Our
search for putative target sites within these regulatory sequences revealed the
presence of a particularly high number of target sites for the transcription factor
NFI. This family of TFs comprises four isoforms (NFIA, -B, -C and —X) that have
been reported to act either as activators or repressors of gene expression [47].
Microarrays, gPCR and Western blot analyses revealed that our UM cell lines
express different combinations of NFI proteins that exert their regulatory influences
by interacting with multiple target sites along the HTR2B gene regulatory
sequences. In each of the gene systems we studied so far, NFI turned out to be a
potent repressor of those target genes [39-41, 48]. However, in the case of
HTR2B, the members of this family clearly turned out to be activators of that gene

as site-directed mutation of both the -9 and -210 NFI sites almost completely
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abolishes transcription directed by the HTR2B promoter. Overexpression of the
human NFI isoforms in T108 cells revealed that NFIA and NFIB acted positively on
the transcription directed by the HTR2B gene promoter and 5-flanking sequence
whereas both NFIC and NFIX had no impact under the conditions used. The
stronger positive influence that both NFIA and NFIB exerted on the HTR2B/-2000
promoter activity (2.9- and 3.6-fold increase, respectively) relative to its impact on
the HTR2B/-138 basal promoter construct (1.7- and 2.3-fold increases,
respectively) is consistent with the presence of additional NFI sites along the -2000

HTR2B 5’-flanking sequence.

As stated above, T108 UM cells distinguishes themselves from the other cell lines
by their clearly reduced NFI binding capacity in EMSA (Figure 4A) which likely
results from the absence of both the NFIB and NFIC isoforms (Figure 4C).
However, the lack of NFIB and NFIC proteins in T108 UM cells does not correlate
with their corresponding mRNA, which are abundantly expressed in these cells
(Figure 2B). Many different mechanisms may be raised to explain why expression
of any given protein does not match that of its corresponding mRNA transcript as
both mRNA translation and the protein translated from the mRNA are known to be
heavily regulated in any given cell by mechanisms, such as glycosylation,
phosphorylation, ubiquitinylation, that will in turn alter the half-life of that protein.
The NFI-C2 isoform (a splice variant of NFIC) has been reported to be subjected to
proteosomal degradation through a Jak2-dependent tyrosine phosphorylation
mechanism [49]. In addition, glycosylation of NFI has been postulated to delay its
degradation by the proteasome in human skin keratinocytes [50]. One particularly
interesting aspect of our work was the demonstration that not all the NFI isoforms
could bind to the distal silencer elements. Indeed, although all four recombinant
NFI isoforms could bind with varying affinities to the consensus NFI site in EMSA,
binding was only observed with the NFIC and NFIX isoforms when the NFI site-
bearing distal silencer element is used as the labeled probe (Figure 5). This
particularly interesting result suggests that besides their ability to recognize the
prototypical NFI site [47, 51], specific NFI isoforms likely possess the ability to

discriminate amongst NFI degenerated DNA target sites. Such an interesting
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characteristic would confer the ability to differentially regulate different target genes
within a single cell by target site-selection recruitment of different NFI isoforms.

As binding of NFI to the distal silencer apparently could not account for the
negative regulatory influence directed by this element, we kept searching for other
TFs that may repress HTR2B gene expression by interacting within the HTR2B
distal silencer. The use of both EMSA and DMS methylation interference
footprinting allowed us to demonstrate the interaction of RUNX1, a transcription
factor widely expressed in hematopoietic cells and indispensable for the
establishment of definitive hematopoiesis, to a target site (at position -1127)
located within the distal silencer. That DNA-protein complexes with very distinctive
electrophoretic mobilities on gel all protected the same G residues in DMS
methylation interference footprinting suggest that a single protein (for instance
RUNX1) establishes contact with a specific target site in the HTR2B distal silencer
(at position -1127) and that its interaction with other nuclear proteins (through
protein-protein interactions) reduces its electrophoretic mobility to yield the multiple
band pattern seen in the EMSA (Figure 7A and Figure 8A and B). RUNX1 has
been reported to physically interact, or synergize with a variety of other factors,
such as Ets-1 [52], C/EBP [53], c-Myb [54], and most interestingly, AP-1 [55, 56].
This is consistent with the results from the EMSA shown on Figure 8 that clearly
suggests the cooperative binding of both the RUNX1 and AP-1 transcription factors
to/or nearby the -1127 RUNX1 target site identified in the HTR2B distal silencer.
Indeed, three putative AP-1 target sites with a 6/7 match to the AP-1 consensus
site (5-TGAG/CTCA-3’) were identified nearby the RUNX1 site in the HTR2B distal
silencer at positions -1225/-1219 (5’-TGcCTCA-3’), -1074/-1068 (5-aGACTCA-3’)
and -1021/-1015 (5’-TGAGcCA-3’), the closest being located at only 49 nucleotides
downstream from the RUNX1 site. RUNX1 has also been reported to bind either as
a monomer or a dimer to the GM-CSF enhancer, which also cause the formation of
multiple bands on the EMSA [57]. Besides AP-1, many RUNX1-regulated genes
have been reported to be co-occupied also by the TF MyoD during muscle
regeneration [58]. It is interesting to point out that low to high expression of MyoD

is observed in our UM cell-lines and that two putative target sites for MyoD have
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been identified 65bp downstream from the -1127 RUNX1 site (Supplementary
Figure 1).

We can’t rule out the possibility that RUNX1 may interact with other putative target
sites along the 5’ flanking region of the HTR2B gene, as other such sites have
been identified using the TFSEARCH program. Two of these degenerated RUNX1
sites have been identified by the program in the basal promoter region (at positions
-86 and -205). However, neither are likely functional at binding RUNX1 as none of
the regions bearing these two sites could be efficiently enriched in qChIP in vivo
analyses (Table 1; promoter regions -123/+83 and -387/-133). Furthermore, we
demonstrated that the area from the HTR2B gene that also contains the -1127
RUNX1 site footprinted in the present study was dramatically enriched by this TF in
all but T108 UM cells (Table 1; promoter region -1234/-1022), which is consistent
with the much reduced expression of this TF at the protein level in this cell line
(Figure 8E). Interestingly, the area bearing both the -1249 and -1275 NFI sites
located immediately upstream of that containing the -1127 footprinted RUNX1 site
was considerably enriched by immunoprecipitation of RUNX1 in qChIP analyses in
all but T108 UM cells (Table 1; promoter region -1420/-1229). Interestingly, two
additional RUNX1 putative target sites were also identified upstream of the site
footprinted in this study, at positions -1278 and -1290. Our qChlP results therefore
suggest that besides the -1127 site, RUNX1 may also bind to one (or both) of
these additional target sites in vivo.

Identifying RUNX1 as a regulator of HTR2B gene expression in UM cancer cells is
particularly relevant to our study in that deregulation of this TFs appears to be a
characteristic of many types of cancers, besides acute leukemia (reviewed in [59]),
including human colorectal [60], prostate [61], endometrial, ovarian [62], and
human skin and oral squamous cell carcinomas [63]. Interestingly, Recouvreux et
al. have recently demonstrated a physical interaction between the tumor
suppressor Foxp3 and Runx1 that suppresses the trans-activating properties of

Runx1 and suggested that any disruption in this equilibrium in favor of Runx1i
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(which is viewed as a tumor enhancer based on their results) may contribute to
breast cancer development [64]. It should prove interesting to examine if Foxp3 is
also expressed in UM cells and define whether the multi-band pattern observed in
the EMSA for Runx1 may also be accounted for, at least in part, by a direct
physical interaction between Runxi and Foxp3. Meanwhile, it may help solve a
particularly puzzling result from our study in that the transfection of the RUNX1
mutated HTR2B promoter in T143 cells yielded barely the same increase in
reporter gene expression than when transfected in T108 cells (2.7- vs 2.8-fold
increase, respectively), despite that the former cell line expresses levels of RUNX1
at the protein level much higher than the latter. These results suggest that a yet
unidentified co-repressor (such as Foxp3) rather than RUNX1 itself, must be the
limiting factor in the repression mediated by this TF. Defining a putative function for
the inhibition of Runx1 by Foxp3 in the pathogenesis of uveal melanoma should

certainly prove a promising avenue.
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5. CONCLUSIONS

The present study highlighted the important contribution of the transcription factors
NFlI and RUNX1 to the abnormal expression of the HTR2B gene in uveal
melanoma. The fact that deletion of the RUNX1 gene provided evidence that its
encoded protein is not essential for normal skin and oral epithelium homeostasis
and that complete disruption of the RUNX1 gene in mice had only mild effects on
the mouse physiology [65, 66] position Runxi (and also Foxp3) as a very
promising therapeutic target in the treatment of UM.
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Supplementary Figure 1. DNA sequence of the human HTR2B promoter and
5’ flanking region

DNA sequence of the human HTR2B gene promoter that depicts the position of the
predicted mRNA start site (red arrow). Curved blue arrows with numbers above (-
2000HTR2B, -1297HTR2B, etc...) denote the 5 position of the HTR2B promoter
segment cloned into pCATbasic and used for transfection. Sequence positions
indicated on the left are relative to the predicted mRNA start site. Brackets indicate
the position of each putative transcription factor target site identified by the
TFSEARCH program. The areas covered by the primers used for ChlIP-Seq
analyses are indicated in red and green. The mutated oligonucleotides used for
site directed mutagenesis of the NFI sites are also shown.
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Supplementary Table 1. DNA sequence of the primersand double-stranded oligonucleotides

Primersused for qPCR analyses

Gene Forward Pr_imer (5°-3) Genebank
Reverse Primer (5'-3’) #
HTR2B TCTTTTCAACCGCATCCATCA
TGCTGTAGCCCGTGAGTTATA NM_000867
NFIA CAGGTGTGATCCTCCTTGAG
TTAACTGCTGACTGCTGAACC NM_005595
NFIB TCCTGCCAAGAATCCTCCAG
TTGGTGGAGAAGACAGAGACC NM_ 001282787
NFIC CGCACACACTCAGGAGGAA
AGGCGGAGAGGAGATGAATAA NM_205843
NFIX TCTGGAATGTGACGGAGCTG
CTGTCATCGATGGACTTGGG NM_002501
GCAACGGGAAATGTGGTCCT
RUNX1 GGAGAGAGGGTTCTGGGAT NM_001754
AAGGTCGGAGTCAACGGAT
GAPDH GGAAGATGGTGATGGGATTTC NM_002046
Oligonuclectides used aslabeled probesor competitorsin the EM SAs
Oligonuclectide Top strand (5°-3’)
Bottom strand (5’-3’)
AP-1 GATCCCCGCGTTGAGTCATTCGCCTC
GATCGAGGCGAATGACTCAACGCGGG
NFI TTATTTTGGATTGAAGCCAATATGAG
CTCATATTGGCTTCAATCCAAAATAA
RUNX1 GATCGGCTAATTTATGTGGTTTTTTTTGTAGA
GATCTCTACAAAAAAAACCACATAAATTAGCC
RUNX1 Mutant GATCGGCTAATTTATTTTTTTTTTTTTGTAGA
GATCTCTACAAAAAAAAAAAAATAAATTAGCC
-9HTR2B NF1 GATCAACCTCCTTGGCATGCTTGCAGCTATACAA
GATCTTGTATAGCTGCAAGCATGCCAAGGAGGTT
-9 HTR2B NF1 Mutant GATCAACCTCCTTAACATGCTTAAAGCTATACAA
GATCTTGTATAGCTTTAAGCATGTTAAGGAGGTT
-210 HTR2B NF1 GATCAACAGCTCAGGCTTAACCCCAAACAAAACT
GATCAGTTTTGTTTGGGGTTAAGCCTGAGCTGTT
-210 HTR2B NF1 Mutant GATCAACAGCTCAAACTTAACCAAAAACAAAACT

GATCAGTTTTGTTTTTGGTTAAGTTTGAGCTGTT
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3. Discussion

3.1. Nos lignées de mélanome uvéal

Nos lignées de mélanome uvéal sont dérivées de tumeurs primaires de patients
atteints de mélanome uvéal. Elles se sont avérées étre un excellent outil d’étude
pour cette problématique. Par nos analyses de profilage génique sur biopuce a
ADN nous avons réussi a identifier des lignées de mélanome uvéal qui expriment
de faibles niveaux de transcription du géne HTR2B (T97, T108, T143) ainsi qu’une
lignée qui exprime un niveau élevé de ce gene (T142) (Figure 1A du chapitre 2).
Nous avons veillé a travailler sur ces lignées uniquement en bas passage
(inférieurs a P10) afin d’éviter les éventuelles hétérogénéités qui peuvent étre

causeées par une mise en culture prolongée (92).

Les niveaux d’expression de la protéine HTR2B ont été vérifiés par
immunobuvardage de type Western (figure 1C du chapitre 2), ainsi que par des
marquages en immunofluorescence (figure 1D du chapitre 2). La protéine HTR2B
semble étre aussi bien exprimée par nos lignées a hauts niveaux que par nos
lignées a bas niveaux transcriptionnels du géne HTR2B, suggérant que méme les
cellules a bas niveaux transcriptionnels de HTR2B maintiennent des niveaux
protéiques stables. Nous croyons que la stabilité de la protéine HTR2B pourrait
étre assurée par des modifications post-traductionnelles qui permettraient
d’augmenter sa demi vie en ralentissant son «turn-over» ainsi que sa dégradation

dans la cellule.

3.1.1. Contribution du facteur de transcription NF|

Les facteurs de transcription NFI «Nuclear Factor one » sont des protéines
nucléaires identifiées pour la premiere fois en 1982 chez le poulet (93). Ces
facteurs peuvent jouer un réle d’activateur (94) ou de répresseur (95, 96) de la
transcription de génes cellulaires et viraux (97, 98) en se liant sous forme de
dimeres a leur séquence palindromique consensus 5'-TGGCANNNTGCCA-3'.
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Cette séquence est reconnue a une trés haute affinité et retrouvée a de
nombreuses reprises dans les génomes viraux et cellulaires au niveau
d’enhancers et de silencers de plusieurs génes, permettant alors la modulation de
I'expression de ces derniers (99, 100). De nombreuses études ont démontré la
présence de ce motif de liaison dans différents tissus tels que le cerveau (101), les
poumons (102), le foie (103), les intestins (104) et plusieurs autres (105, 106).

Quatre isoformes différents sont identifiés chez les vertébrés: NFIA, NFIB, NFIC, et
NFIX (107), présentant des homologues entre les especes. La diversité des
fonctions régulatrices exercées par les membres de cette famille de facteurs de
transcription est assurée par la multiplicité des génes codants (NFI A, B, C, X), des
phénoménes d’épissage alternatifs subis par les transcrits NFI (qui assure la
production de variants au sein méme de chaque isoforme NFI), ainsi que par des
phénoménes d’hétérodimérisation (108, 109). Les variants de ces protéines
résultants de phénomeénes d'épissage alternatifs démontrent des capacités

catalytiques distinctes (110).

L’expression des différents isoformes de la famille des FTs NFI a été tres étudiée
chez le modele murin, ou elle s’est avérée étre trés complexe. Chez la souris
adulte, les quatre isoformes sont fortement exprimés dans les poumons, le foie, le
coeur, ainsi que d’autres tissus, mais faiblement exprimés dans la rate et les
testicules (111). Cependant, ces niveaux sont soumis a des fluctuations
d’expression de maniére séquentielle, au cours de 'embryogénése, ce qui suggere
que ces isoformes jouent un réle dans la régulation de I'expression tissu-spécifique
des génes qui sont sous leur contréle au cours du développement (111).

Les isoformes de la famille NFI sont constitués de 420 a 500 acides aminés,
répartis en deux domaines fonctionnels importants : le domaine de liaison a I'ADN
MH1 ("Mad homology 1") en N-terminal (112), ainsi que le domaine d'activation de
la transcription CTF ("CCAAT box-binding transcription factor")) en C-terminal
(113) (Figure 10). Le domaine CTF présente des différences entre les isoformes
NFI, il démontre aussi une homologie avec le domaine C-terminal de la grande
sous-unité de I'ARN polymérase IlI, et est essentiel a la régulation de la
transcription par ces FTs (114,115).
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65 A 509

NFIA ——— MH1 —m—— CTF-NFI 55,04 KDa
66 415
] 47,44 KDa
NFI B -1 MH1I I/ CTF-NFI .
66 _ 508
NFIC —— MH1 —— CTF-NFI 55,66 KDa
65 502
NFIX — MH1T ——m CTF-NFI 55,10 KDa

Figure 10 : Domaines fonctionnels des isoformes NFl. MH1 : Mad Homology 1,
domaine de liaison a 'ADN. CTF: CCAAT box-binding transcription factor,
domaine d’activation de la transcription.

Les phénomenes d'épissages alternatifs permettent d'obtenir des variants de ce
domaine de régulation de la transcription, permettant ainsi le recrutement de
cofacteurs de différentes nature, ce qui explique les différentes modalités de
régulation retrouvées chez les FTs de la famille NFI (115, 116). Le domaine N-
terminal, quant a lui, est composé de 200 acides aminés qui permettent la liaison a

I'ADN et la dimérisation de ce FT en formant des homo ou hétérodiméres (117).

Les FTs de la famille NFI possédent la capacité d'interférer avec la liaison d'autres
FTs et de compétitionner pour la liaison d'un seul et méme site de reconnaissance.
C'est le cas, par exemple, pour le promoteur du géne codant la sous unité de
l'intégrine a5, ou NFI interfére avec la liaison du FT Sp1 ("specificity protein 1")
(118).

3.1.1.1. L’isoforme NFIA

Le gene codant I'isoforme NFIA chez I'hnumain est situé sur le chromosome 1, dans
la région Ip31.3-p31.2. Il s'agit d'un géne composé de 11 exons produisant au final
une protéine de 509 acides aminés. Plus de 12 variants de NFIA ont été identifiés,
issus de phénomeénes d'épissage alternatifs (113, 119).
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L'étude menée par I'équipe du Dr. Nagase (119) a démontré une expression
modérée a élevée de l'isoforme NFIA dans tous les tissus étudiés, dont le coeur, le
foie, le cerveau, les poumons, les ovaires, le muscle squelettique, les reins, le

pancréas ainsi que les testicules.

L'abolition de l'expression du gene NFIA chez la souris par "knock out' méne a des
anomalies et des malformations cérébrales, une absence du corps calleux ainsi
qgu'une dilatation ventriculaire, causant la mort dans les deux premieres semaines
de vie des souris (119). Ce méme phénoméne d'hydrocéphalie est observé chez
I'Homme souffrant d'haploinsuffisance en NFIA, ce qui cause des anomalies du
systeme nerveux central ainsi que des défaillances du systéme urinaire en

périphérie (120).

3.1.1.2. L'isoforme NFIB

Chez 'Homme le géne codant NFIB est localisé sur le chromosome 9 dans la
région 9p 24.1, et est constitué de 9 exons codants une protéine de 420 acides
aminés (Figure 10). Plus de dix variants issus d'épissage alternatifs ont été
identifiés pour ce géne, leur taille variant de 168 a 570 acides aminés (113).

Le profil d'expression tissulaire de cet isoforme se rapproche de l'isoforme NFIA,
ou on le retrouve exprimé a des niveaux modérés et élevés dans plusieurs

organes (cf. organes cités ci-dessus pour NFIA).

L'abolition de l'expression de NFIB par « knock out» chez la souris cause une
létalité dans les premiéres heures de vie. Ce FT est essentiel a la maturation des
poumons (121), ainsi qu'au développement du cerveau, ou l'on retrouve des
anomalies semblables a celles causées par I'absence de lisoforme NFIA cité ci-
dessus (113).

3.1.1.3. L'isoforme NFIC

Le géne codant l'isoforme NFIC chez 'Homme est localisé sur le chromosome 19,
dans la région 19pI3.3, il s'agit d'un géne comportant 11 exons qui codent pour une
protéine de 508 acides aminés (Figure 10). Plus de six variants on été identifiés
pour ce géne, dont les longueurs varient de 428 a 508 acides aminés (113).
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Un « knock out » de cet isoforme chez la souris cause un phénotype particulier,
pour lequel on observe une absence de racines dentaires chez les souris. Ces
derniéres présentent alors des taux de mortalité élevés dus aux problemes

d'alimentation qu'elles rencontrent ainsi que des retards de croissance (122).

3.1.1.4. L’isoforme NFIX

Le gene codant la protéine NFIX chez ’'Homme est localisé sur le chromosome 19
dans la région 19p 13.3, il comporte 10 exons qui encodent pour une protéine de
501 acides aminés (Figure 10). Plus de six variants de NFIX ont été définis dont la
longueur varie de 403 a 510 acides aminés (113). L’abolition de I'expression de
I'isoforme NFIX chez la souris cause des anomalies structurales au niveau du
cerveau regroupant une absence de corps calleux, ainsi qu'un phénotype
d’hydrocéphalie. De plus, ces souris présentent des aberrations squelettiques
séveéres dues a des retards dans le processus d’ossification ainsi qu’a une
dégénérescence des disques intervertébraux (123), ce qui méne a une mort

précoce durant les premiers jours de vie.

Au cours de notre travail de recherche, la transfection des délétants du géne
HTR2B nous a permis de définir une alternance particuliére de fortes régions
régulatrices positives et négatives (« silencer » distal et proximal, figure 3D du
manuscrit), au sein desquelles nous retrouvons des sites de liaisons potentiels
pour de nombreux facteurs de transcription. La famille des facteurs de transcription
NFI se démarque par son nombre important de sites de liaisons potentiels sur nos
deux régions « silencer » définies (plus de 17 sites de liaisons potentiellement
occupés par le FT NFI (figure 2A du chapitre 2)), ce qui suggére qu’au moins une
partie de la régulation d’expression génique du géne HTR2B humain est assurée
par la famille des FTs NFI. Sachant que les quatre isoformes de cette famille de
facteurs de transcription peuvent réguler aussi bien positivement que négativement
I'expression des génes qui sont sous leur contrdle (100), nous nous sommes
demandé quelle était la contribution de ces FTs dans la régulation du gene
HTR2B.
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Nous avons alors vérifié quels étaient les différents isoformes de la famille NFI
exprimés par nos lignées de mélanome uvéal (T97, T108, T142 et T143) par
immunobuvardage de type Western (figure 4C chapitre 2). Ces résultats nous ont
permis de confirmer que nos lignées expriment bien ces différents isoformes mais
a des combinatoires différentes : toutes les lignées, a I'exception de la lignée T108
qui n’exprime que les isoformes NFIA et NFIX, expriment les 4 isoformes NFI.

L’étape suivante de notre travail consistait a vérifier la capacité fonctionnelle des
isoformes NFI exprimés par nos lignées de mélanome uvéal (ces FTs
accomplissent-ils leur rble de facteur de transcription en liant leur séquence cible a
haute affinité ?). Cette analyse, réalisée grace a des études de retard sur gel
EMSA (« Electrophoretic mobility shift assay » (figure 4A et 4B du chapitre 2)),
nous a permis de démontrer que nos lignées MU expriment des isoformes NFI
pouvant spécifiquement reconnaitre leur séquence cible a haute affinité. Par
ailleurs, ces travaux nous ont permis d’observer que la lignée T108 est celle qui
présente le moins de signal en retard sur gel (Figure 4A du chapitre 2), ce qui est
en accord avec les résultats de notre précédente analyse en immunobuvardage
Western pour laquelle les cellules T108 n’expriment que les isoformes NFIA et
NFIX (Figure 4C du chapitre 2).

Au cours de cette étude sur les différents isoformes des facteurs de transcription
NFI, nous avons obtenu un résultat surprenant qui va a I'encontre du consensus
jusqu’a maintenant admis concernant les différents membres de la famille de ces
FTs. Plusieurs études, dont celles de I'équipe du Dr. Gronostajski, suggérent que
les domaines de liaison a 'ADN de tous les isoformes NFI sont fondamentalement
semblables et permettent a ces protéines de reconnaitre la méme séquence
consensus avec la méme affinité de reconnaissance (100). Nos résultats
démontrent que les quatre isoformes NFI peuvent démontrer des variations
subtiles qui leur sont propres dans la reconnaissance de la séquence cible d’ADN
gu’ils reconnaissent. En effet, la figure 5A du chapitre 2 montre que les quatre
isoformes NFI utilisés ici peuvent lier, avec des affinités différentes, la méme

sonde consensus a haute affinité qui leur est présentée.
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Il s’agit ici de résultats obtenus grace a des protéines recombinantes surexprimées
chez la bactérie, purifiées sur colonne de chitine, puis phosphorylées par la
caséine kinase Il (CKIl), afin de garantir leur bonne fonctionnalité en liant
spécifiguement leur séquence cible a haute affinité, selon un protocole pour lequel
nous sommes treés familiers (124, 125).

Toutefois, I'incubation d’'une sonde radiomarquée portant la séquence de la région
négative distale (« silencer » distal) du géne HTR2B humain (qui contient
€galement plusieurs sites NFI potentiels) en présence des quatre isoformes NFI
(Figure 5B du chapitre 2) a permis d’observer une liaison uniquement avec les
isoformes NFIC et NFIX mais pas avec les isoformes NFIA et NFIB, ce qui
confirme cette notion de subtilité de liaison entre les différents isoformes NFI.

La transfection des différents mutants ponctuels (figure 6B du chapitre 2) des sites
de liaison des facteurs de transcription NFI identifiés dans le cadre de cette étude
nous a permis d’évaluer le type de régulation exercée par les membres de cette
famille (activateur ou répresseur de la transcription du géne). Ainsi, dans la lignée
T108, le FT NFI exerce sans contredit une influence positive sur I'expression du
géne HTR2B humain (figure 6C du chapitre 2) puisque la mutation du site -9 NFI
abolit presque totalement I'activité transcriptionnelle dirigée par le promoteur du
géne HTR2B. Ce résultat est confirmé par la surexpression des différents
isoformes NFI au sein de cette méme lignée (figure 6E du chapitre 2), ou I'on voit
I'activité de notre géne rapporteur augmenter en présence des isoformes NFIA et
NFIB (alors que les isoformes NFIC et NFIX ne semblent exercer aucune influence
sous ses conditions). De ce fait, dans le cadre de notre étude, NFI semble étre un
activateur de la transcription du gene HTR2B. Cependant, les quatre sites de
liaison pour le FT NFI analysés par mutagenese dirigée (-9, -210, -1249 et -1275)
n’exercent vraisemblablement pas des régulations positives de méme ampleur. En
effet, le site -9 NFI, dont la mutation diminue de maniére drastique l'activité de
notre géne rapporteur, ressort clairement comme étant le plus puissant des
quatres sites analysés suivi, en second lieu, du site -210 NFI, dont la mutation
meéne a une baisse de I'activité du géne rapporteur. S’ensuivent ensuite le site NFlI
en position -1249 dont la mutation produit une tendance a la baisse du géne

rapporteur, et pour finir, le site en position -1275, dont la mutation ne semble avoir
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que trés peu d’'impact sur I'expression de notre gene rapporteur. Ces observations
sont en accord avec le degré d’identité observé entre les sites de liaison NFI
identifiés et la séquence consensus reconnue par le FT NFI (figure 6A du chapitre
2) : plus le site de liaison pour NFI est similaire a la séquence consensus, plus ce
site est reconnu pas le FT NFI qui va pouvoir y exercer son influence régulatrice
positive, ce qui augmente sa robustesse. Le site NFI -9, le plus puissant des
quatres sites NFI analysés, démontre d’ailleurs la plus haute homologie (14
nucléotides conservés sur une possibilité de 15) avec la séquence consensus a

haute affinité reconnue par le FT NFI.

3.1.2. Contribution du facteur de transcription RUNX1

Sachant que la régulation de I'expression génique est un phénomene trés
complexe mettant en jeu plusieurs acteurs, dont plusieurs familles de facteurs de
transcription (autres que le NFI trouvé précédemment), une étude plus approfondie
de la région régulatrice négative distale (« silencer» distal) a été réalisée.
L’analyse de ce fragment en retard sur gel EMSA combinée a la technique
d’interférence de méthylation au DMS a révélé des points de contacts entre une
protéine nucléaire et la sonde génomique utilisée en position -1127 (figure 7A et
7B du chapitre 2). Dans cette liaison, trois résidus guanine sont impliqués et
semblent indispensables a la liaison de ce facteur (figure 7B du chapitre 2). La
séquence portant les 3 résidus guanine identifiés par cette méthode est spécifique
et reconnue avec une probabilité de 100% par un unique facteur de transcription :
RUNX1 («Runt-related transcription factor 1») (ou AML-1) selon le logiciel
JASPER. Cependant, le profil des complexes formés sur gel de retard nous montre
la formation de plusieurs complexes (S1, S2 et S3 de la figure 7A du chapitre 2),
dont certains sont multi-bandes. En revanche, les résidus guanines identifiés pour
chacun de ces complexes par la technique d’interférence de méthylation au DMS
sont identiques, ce qui suggére que les points de contacts dans 'ADN Silencer-
distal sont toujours établis par le méme facteur de transcription (en I'occurrence
RUNX1). Ainsi, les différences de mobilité électrophorétiques observées sur gel

EMSA résulteraient de l'interaction de RUNX1 avec d’autres protéines nucléaires.
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3.1.2.1. La famille de facteurs de transcription RUNX

Les FTs de la famille RUNX sont des régulateurs essentiels pour de nombreux
processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation, I'apoptose ainsi
que la différenciation cellulaire (126) (Figure 11).
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BMP ribosomale
Signalisation Inflammation
MST-YAPL
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Hedgehog celiules souches

Nature Reviews | Cancer

Figure 11: Les différents isoformes RUNX communiquent avec une
multitude de voies signalétiques clé définissant le devenir cellulaire. La voie
WNT est associée au renouvellement cellulaire, la voie TGFB (Transforming
growth factor-B) est liée a la réponse inflammatoire, 'apoptose et les métastases.
BMP (bone morphogenetic protein). MST-YAP1 (mammalian STE20-like protein
kinase—Yes-associated protein 1). Image adaptée de (126).

Les protéines RUNX seules sont de faibles régulateurs transcriptionnels et
requierent des interactions avec des cofacteurs afin d’augmenter leur activité
(127). Des études ont démontré l'interaction des FTs de la famille RUNX a de
nombreux régulateurs transcriptionnels incluant des modificateurs chromatiniens
tels que le complexe PRC1 (« Polycomb repressive complex 1») (128), des
histones déacétylases HDAC (129, 130), ainsi que le coactivateur transcriptionnel
p300 acétyltransférase (131, 132).
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Le géne RUNX1 code pour le facteur de transcription « Runt-related » qui fait
partie de la famille de génes RUNX, comprenant RUNX1, RUNX2 et RUNX3. Les
facteurs de transcription de la famille RUNX sont hétérodimériques et composés
d’une sous unité a codée par RUNX1, RUNX2 et RUNX3 qui lie 'ADN grace a son
domaine Runt (Figure 12) (133), ainsi qu’'une sous unité B codée par le géne CBF
B (Core Binding Factor B) qui augmente I'affinité de liaison de la sous unité a pour

sa séquence cible d’ADN.
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Figure 12 : Domaines fonctionnels des isoformes RUNX. Domaine Runt de
liaison a 'ADN (Runt). Domaine d’Activation (AD). Domaine Inhibiteur (ID). Motif
VWRPY a l'extrémité C-terminale (interaction avec le corépresseur Groucho).
Barres: fréquence relative de substitution d’acides aminés lors de cancers chez
’humain. Astérisque : mutations de substitutions non sens. QA : répétitions
Glutamine/Alanine. Image tirée de (126).

Les génes RUNX chez les mammiferes posseédent deux promoteurs, le premier
distal et le second proximal au site d’initiation de la transcription, qui sont sollicités
selon les besoins de la cellule et son niveau de différenciation, ce qui permet de
créer des isoformes définis pour ces FTs, ayant des queues N-terminales
différentes (127, 133). Les phénomeénes d’épissages alternatifs sont a I'origine du
restant des isoformes RUNX identifiés (126, 127).
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La partie C-terminale des FTs RUNX agit comme un échafaudage qui recrute et
interagit avec une multitude de protéines, conférant de multiples modalités de
régulation par ces FTs qui peuvent étre soit des répresseurs ou activateurs de la
transcription génique (134). Tous les isoformes RUNX lient le méme motif d’ADN

PyGPyGGTPy (ou Py est une pyrimidine).

Beaucoup d’études ont caractérisé la famille de FTs RUNX chez la souris, ou les
géenes RUNX1, RUNX2 et RUNXS ont été localisés sur les chromosomes murins
16, 17 et 4, respectivement, tandis que leurs orthologues chez I'humain sont
localisés respectivement aux coordonnées génétiques suivantes 21922.12, 6p21
et 1p36.1 (135, 136). Les protéines de la famille de FTs RUNX présentent un
domaine nommeé Runt (RD) de 128 acides aminés, trés hautement conservé entre
les espéces (humain, souris, drosophile, le nématode Caenorhabditis elegans...),
et démontre des capacités de liaison a '’'ADN ainsi que des domain/es fonctionnels
d’hétérodimérisation a des cofacteurs de la régulation transcriptionnelle (Figure 12)
(136, 137, 138).

Globalement la capacité de RUNX a exercer des effets régulatoires opposés est
due aux phénomeénes d’épissages alternatifs subis par le transcrit, a la nature du
cofacteur recruté (coactivateurs ou corepresseurs de la transcription), ainsi qu’aux
modifications post-traductionnelles qui modulent sa liaison a 'ADN. En effet, une
étude a démontré que de multiples phosphorylations de RUNX1 sont
indispensables aux étapes précoces de I'nématopoiese et le développement des
lymphocytes T (139).

Les génes RUNX sont des régulateurs développementaux essentiels lors de
I'étape de la spécification cellulaire. Méme s’ils reconnaissent la méme séquence
d’ADN, leurs queues C-terminales distinctes lient différents partenaires de
régulation ce qui augmente la complexité des mécanismes de régulation génique
accomplis par les membres de cette famille de facteurs de transcription. Cette
régulation croisée par les différentes isoformes dépend de leur niveau d’expression
dans les différents tissus.
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3.1.2.2. Profil d’expression des isoformes RUNX

L’expression du transcrit RUNX1 est détectable dans tous les organes examinés,
exceptés le coeur et le cerveau ou les niveaux sont trés bas. Cependant, les
niveaux d’expression de ces transcrits different selon les tissus et s’avérent plus
élevés dans le thymus (cellules du systéme immunitaire tels que les lymphocytes T
et B), la rate, ainsi que la moelle épiniére et les cellules hématopoiétiques chez
'Homme (126, 140).

Les niveaux d’expression de RUNX2 sont détectables dans plusieurs tissus a des
seuils faibles, les plus hauts niveaux d’expression étant observés au niveau de la
moelle osseuse, des cellules du systeme immunitaire, ainsi que du tractus
gastrointestinal (140, 126).

Le transcrit RUNXS3 est exprimé de maniere quasi ubiquitaire mais a des niveaux
bas chez 'Homme, les plus hauts niveaux détectés ayant été observés au niveau

de la moelle osseuse ainsi que des cellules du systéme immunitaire (126, 140).

3.1.2.2. Interactions des RUNX avec leurs cofacteurs

RUNX1 active la transcription génique en interagissant avec des coactivateurs de
la transcription tels que p300 et CREB (131, 141), mais il peut aussi agir en tant
gu’inhibiteur de la transcription en interagissant avec des corépresseurs de la
transcription génique tels que mSin3A, TLE (« Transducin-like enhancer protein
1 », homologue de Groucho chez les mammiferes) (142) et les histones
deacétylases (HDACs ; Figure 13). L’interaction de RUNX1 avec ces cofacteurs
est essentielle pour la réalisation des étapes de I'hnématopoiese dans le foetus
mais aussi a la maturation des mégacaryocytes, ainsi que les lymphocytes T et B
chez la souris adulte (143). D’autres cofacteurs transcriptionnels intéragissent avec
RUNX1, tels que CEBF/a, ELF2, ELF4 (144), MyoD (145), et CHIP (146).

Un exemple de coopérativité entre RUNX1 et ETS1 a été démontré, la liaison du
domaine inhibiteur de RUNX1 a ETS1 empéchant le recrutement du cofacteur
CBFB, ce qui renforce l'affinité de ce complexe a 'ADN cible et entraine une
activation synergique du promoteur régulé (127, 147).
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Ce géne est aussi la principale cible des réarrangements chromosomiques
(translocation (8;21) et inversion (16)) retrouvés dans les cas de leucémies
infantiles (plus de 25% des cas), d’ou son second nom AML1 pour « Acute myeloid
Leukemia », ce qui démontre que RUNX1 et/ou ses genes cibles sont essentiels a

I’'hnématopoiese de toutes ces lignées (148).

Le gene RUNX1 est composé de 9 exons et les analyses en buvardage Northern
démontrent la présence de 6 transcrits principaux dont la taille varie de 2.2 a 7.5
kb et qui s’expliquent par la présence de deux promoteurs distincts, des
phénoménes d’epissages alternatifs, ainsi que I'usage de sites de polyadénylations
différents (149). Il présente un trés haut niveau d’homologie avec le gene Runt
chez la drosophile qui permet la segmentation de I'abdomen de I'animal, mais
aussi avec le facteur PEBP2 (« polyomavirus enhancer binding protein 2 ») de la
souris (149).

Des études chez lesquelles I'expression de I'isoforme RUNX1 a été supprimée par
« knock out » chez la souris ont démontré que RUNX1 est indispensable a
I'nématopoiese feetale puisque ces souris meurent in utéro au stade embryonnaire
E12.5 (150), et démontrent des cellules incapables de se différencier en
érythrocytes fonctionnels. De plus, ces souris démontrent une absence totale de
tous les progéniteurs myéloides et érythroides. Une seconde étude a démontré
que les souris KO pour RUNX1 meurent entre les stades embryonnaires E11.5 et
E 12.5 a cause d’hémorragies dans le systéme nerveux central ainsi qu'a des
nécroses du tissu cérébral en I'absence de I'expression de gene RUNX1 (151).

RUNX1 est un FT qui lie sa séquence cible en recrutant de nombreux partenaires
protéiques, dont Ets-1 (173), C/EBP (174), ainsi que c-Myb (175). Ces résultats
expliquent I'apparition de ces nhombreux complexes multibandes lors d’analyses de
retard sur gel EMSA (figure 8A du chapitre 2) Cette capacité d’intéractions
multiples procure une qualité de plateforme de recrutement a ce FT, qui, selon le
cofacteur en question ainsi que le contexte chromatinien environnant, va réguler

de maniere positive ou négative I'expression des genes qui sont sous son controle.
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Des mutations monoalléligues (mutations ponctuelles, des délétions dans le
domaine Runt... ) du gene RUNX1 dans les lignées germinales sont suffisantes a

créer des prédispositions pour des leucémies myéloides aigues (152, 153-155).

RUNX2, quant a lui, interagit avec plusieurs protéines tels que le récepteur aux
androgenes, la cycline B1, et de nombreuses protéines SMADS («SMA ans MAD
related protein») (134) (Figure 13). RUNX2 est une protéine essentielle au bon

déroulement de I'ostéogénese (156, 157).

Des mutations monoallétliques dans le domaine Runt de RUNX2 menent a une
maladie des os nommée dysplasie cléidocranienne (158). L’amplification de la
région chromosomique 6p21 contenant RUNX2 est un réarrangement retrouvé
dans plusieurs formes d’ostéosarcomes (159) et pourrait donc étre I'une des
étapes précoces du développement de cette maladie (160). De plus, la
surexpression de RUNX2 est associée a un mauvais pronostic de réponse au

traitement par chiomiothérapie de ce type de cancer (161).

Les protéines Notch ainsi que différentes HDACs ont été identifiées en tant que
partenaires d’interaction du facteur RUNXS (134) (Figure 13). Plusieurs études ont
démontré que lisoforme RUNX3 joue un role dans la neurogénése (162, 163), la
différenciation des lymphocytes dans le thymus (164, 165), ainsi que le contrble de
la prolifération et de l'apoptose des cellules de I'épithélium gastrique, dont la

dérégulation peut mener a des cancers gastriques (166).
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Figure 13 : Protéines interagissant avec les membres de la famille de
facteurs de transcription RUNX. Certains cofacteurs ont été identifiés chez la
souris dont les protéines ont une trés forte homologie aux isoformes humains. AD :
Domaine d’activation, ID : Domaine d’inhibition, NMTS : Séquence d’adressage a
la matrice nucléaire. Figure tirée de (134).

La région chromosomique ou se situe RUNX3 (1p36—35) est fréequemment délétée
dans de multiples formes de cancers tels que le cancer de la vessie (167), le
cancer des poumons (168), ainsi que les cancers gastriques (169, 170). Les
mutations ponctuelles de RUNXS3 sont relativement rares, deux d’entre elles ayant
été identifiées dans le cancer de la vessie (171). RUNX3 semble jouer le réle de

suppresseur de tumeurs dans le cas du cancer gastrique (172).

Lors de notre étude, nous nous sommes assuré que nos lignées de MU expriment
bien le FT RUNX1 par des analyses sur biopuce a ADN (figure 8C ; chapitre 2), ou
il s’est avéré que toutes nos lignées expriment RUNX1, alors que la lignée T108
est celle qui exprime les nivaux les plus faibles de ce FT. Ces résultats ont été
confirmés par qPCR (figure 8D du chapitre 2). Un profil d’expression semblable est
retrouvé au niveau protéique par des analyses en immunobuvargade de type
Western : T108 s’avere ainsi la lignée qui exprime le moins le facteur de

transcription RUNX1 (figure 8E du chapitre 2).
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La destruction du site de liaison du FT RUNX1 dans la région Silencer-distal du
géne HTR2B par mutagenése dirigée des trois résidus guanine indispensables a
sa liaison augmente considérablement le niveau d’expression de notre géne
rapporteur (figure 8F du chapitre 2), suggérant un rble de régulateur négatif pour le

FT RUNX1 dans le contexte de notre étude.

Une analyse de compétition en retard sur gel EMSA a été réalisée afin d’identifier
certains partenaires présents dans les complexes protéiques établis par RUNX1.
Ainsi, I'ajout d’'un oligonucléotide non-marqué portant la séquence a haute affinité
pour le FT AP-1 a diminué environ de moitiée le signal normalement produit par
RUNX1, suggérant qu’une interaction RUNX1-AP-1 puisse expliquer la formation
de certains des complexes multi-bandes observés en retard sur gel EMSA (figure
8B du chapitre 2).

Cette observation a déja été rapportée dans la littérature (176, 177, 178),
I'intéraction entre RUNX1 et AP-1 offre 'opportunité a de multiples possibilités
régulatoires. Lors de la différenciation mégacaryocytaire RUNX1 recrute AP-1 a
des sites ou le motif de liaison du FT AP-1 sont absents, de méme, AP-1 recrute
RUNX1 a des sites ou les motifs de reconnaissance de RUNX1 sont absents, ce
qui potentialise et rend possible des régulations par ces FTs sur de nouvelles
régions géniques. De plus, lors de notre étude, trois sites de liaisons potentiels
pour le FT AP-1 (figure 2A du chapitre 2) ont été identifiés a proximité du site de
liaison du FT RUNX1 dans le silencer distal aux positions suivantes -1225/-1219
(5-TGcCTCA-3’), -1074/-1068 (5-aGACTCA-3) and -1021/-1015 (5’-TGAGcCA-
3’), ce qui augmente la probabilité d’'une coopération entre ces deux FTs.

Le facteur de transcription RUNX1 présente beaucoup d’intérét puisque la
dérégulation de ce FT a été rapportée dans de nombreux types de cancers chez
'humain autres que la leucémie (181), le cancer coloretal (182), le cancer de la
prostate (183), le cancer de I'ovaire (184) ainsi que le cancer de la peau (185).
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4. Conclusion et perspectives

En dépit du fait que le mélanome uvéal soit la tumeur intraoculaire la plus
fréquente chez la population adulte et gu’il s’agisse d’'une forme de cancer tres
agressive puisque dans plus de la moitié des cas, il évolera en une maladie
métastatique mortelle, aucune étude a ce jour ne s’est intéressée a I'étude de la
régulation géniqgue du gene HTR2B humain, dont la surexpression demeure
I'indice le plus fiable d’évoluer vers la maladie métastatique selon la signature
définie par I'équipe du Dr. W. Harbour en 2010. Il s’agit donc de I'objectif principal
de notre étude : décortiquer le mode de régulation du gene HTR2B humain dans
nos lignées de mélanome uvéal afin de mieux comprendre d’ou provient cette
aberration d’expression génique, signe d’une évolution vers une forme

métastatique du mélanome uvéal.

En effet, 'analyse sur biopuces a ADN des différents FTs identifies comme
pouvant participer a I'expression du géne HTR2B dans cette étude au sein de nos
lignées MU a hauts ou a bas niveaux d’expression du géne HTR2B nous
démontrent des perturbations importantes dans les niveaux d’expression de
certains de ces facteurs. Ce travail s’est basé sur ’hypothése selon laquelle cette
aberration d’expression du gene HTR2B humain dans les lignées métastatiques
peut étre expliguée par des niveaux d’expression modifiés des facteurs de
transcriptions qui modulent I'expression du géne HTR2B et/ou a une modification

de leur capacité a réguler ce gene.

Cette étude est une amorce dans I'étude de la régulation génique du gene HTR2B
humain dans le cadre du mélanome uvéal et vise a expliquer moléculairement les
éléments qui peuvent expliquer une telle surexpression du gene HTR2B dans les

lignées métastatiques du mélanome uveéal.

L’expression du géne HTR2B est gouvernée en grande partie par les FTs qui en
modulent I'expression. Parmi ces derniers, les FTs de la famille NFI semblent jouer
un role d’activateurs de la transcription du géne HTR2B. A linverse, RUNX1

semble jouer un rdle de répresseur de la transcription de ce gene.
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Ce FT est tres intéressant car il agit comme une vraie plateforme de recrutement
de plusieurs partenaires protéiques afin de moduler I'expression génique. De plus,
il est dérégulé dans de nombreux types de cancers tel que les cas de leucémies,
d’ou son second nom AML-1 « Acute Myeloid Leukemia 1 protein ». Ainsi, travailler
sur ces FTs représente non seulement un intérét pour le mélanome uvéal, ou ils
jouent un r6le majeur, mais aussi pour d’autres types de cancers et de maladies,
ou ils subissent des dérégulations.

Ce travail ne représente que le premier pas dans I'étude de la régulation de ce
géene. Il nous apparait évident que d’autres FTs participent a cette régulation, soit
d’'une maniére directe ou indirecte, en agissant comme plateforme de recrutement
pour d’autres cofacteurs. Par ailleurs, il est probable que des éléments plus distaux
dans le génome interviennent également dans la régulation d’expression de ce
géne, tels que des LCR (‘Locus control regions’) ou des isolateurs (186, 187), en
plus des modifications épigénétiques qui s’operent sur le géne HTR2B, et ce, sur

toute la longueur du promoteur.

De ce fait, de nombreuses perspectives s’offrent a un tel projet. L’étude du facteur
de transcription RUNX1 a été réalisée pour le moment uniguement au sein de la
lignée T108 qui s’est avérée étre un excellent outil de transfection. Cependant,
cette lignée exprime des niveaux bas de RUNX1. |l serait alors utile de compléter
'étude du mutant RUNX1 dans les lignées présentant des niveaux élevés de
RUNX1 (T97, T142, T143) ou la mutation de ce site de liaison devrait avoir un
impact plus important sur la régulation de ce géne.

Cette expérience de transfection est présentement en cours et sera réalisée par
électroporation des plasmides d’intérét a l'aide du Neon (Neon Transfection
System; Invitrogen), une technique plus efficace pour ces lignées qui sont
réfractaires a la méthode de transfection ala lipofectamine, contrairement a la
lignée T108.
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L'utilisation de la technique d’interférence a I’ARN est une méthode de choix afin
de valider I'importance de la régulation de I'expression du géne HTR2B par les FTs
NFI et RUNX1. Cette approche consisterait a créer des shRNAs dirigés contre les
transcrits des différents isoformes NFI ainsi que ’TARNm RUNX1 et a les introduire
dans nos lignées de MU en les infectant a I'aide de vecteurs lentiviraux qui les
encodent, ce qui nous permettrait de vérifier quel impact entrainerait I'extinction de
ces FTs sur I'expression de notre géne rapporteur.

Bien que plus onéreuse, la technologie CRISPR-Cas 9 pourrait s’avérer étre tres
utile, dans la mesure ou elle permettrait d’éteindre I'expression des différents FTs
que l'on étudie in vivo, de maniere stable, afin d’évaluer I'impact sur I'expression

de notre géne d’intérét dans nos lignées de MU.

Par ailleurs, l'identification du site réel d’initiation de la transcription constitue un
aspect intéressant a explorer pour compléter I'étude du promoteur du géne HTR2B
humain. Bien que cette information ‘théorique’ soit disponible sur de nombreuses
banques de données, il serait tout de méme intéressant de confirmer ces données
par des approches plus classiques telles que la technique d’extension d’amorces
(188) et le RACE (Rapid amplification of cDNA ends) (189).

Ainsi, comprendre le mode de régulation d’un géne d’'une telle importance nous
permettra, a plus long terme, de moduler son expression en le ciblant
thérapeutiguement selon qu’on veuille le stimuler (dans les cancers ou il joue le
r6le de suppresseur de tumeurs) ou l'inhiber (dans les cas ou il accomplit le réle
d’oncogéne) entre autre par des molécules chimiques. Le but ultime d'un tel
traitement consistant a faire basculer la signature génique présentée par les
patients a haut risque d’évoluer vers la maladie métastatique (classe 2) vers une
signature de classe 1 a faible probabilité de métastases, ce qui pourrait permettre

de contourner I'agressivité d’un tel cancer.
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