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MITF COMME MARQUEUR DE PREDISPOSITION A UN CANCER

La présente demande se rapporte au domaine médical, et plus particulicrement a
celul de la détermination d’une prédisposition a développer un cancer.

Dans environ 5% des cancers, des mutations constitutionnelle activant des
oncogenes ou 1nactivant des genes suppresseurs de tumeurs (dits genes majeurs ou a
ctfet fort), conferent aux porteurs un risque ¢leve (supcrieur a 50% au cours de la vie)
de développer un cancer, a [’origine de formes familiales, du sujet jeune ou d’atteintes
multiples. L’expression de la maladie peut varier sous 'influence d’autres facteurs
oenctiques  (dits modificateurs, génes a effets faibles) ou environnementaux.
L’ 1dentification des personnes a risque permet de leur faire bénéticier de mesures de
prevention et de surveillance visant un dépistage précoce. Dans certains cas, la mutation
germinale constitutionnelle peut orienter la thérapie anticancéreuse, c’est le cas des
traitements anti-PARP chez les patientes porteuses de mutations germinales de BRCAI
¢t BRCA2 (Hennessy B.T.J., JCO, 2010, 28, 3570- 3576).

Le mé¢lanome est une tumeur maligne des melanocytes. C’est un des cancers de
la peau les plus rares mais 1l est cause de la majorité des déces dus au cancer de la peau.
Malgre de nombreuses anncées de recherche intensive, le seul traitement efficace est la
résection chirurgicale de la tumeur primaire avant qu’clle n’atteigne une ¢paisseur de
plus d’1 mm. Selon un rapport de 'OMS, 1l y a environ 48 000 déces liés aux
melanomes par an. Dans plusicurs ¢tudes, une augmentation du risque de développer un
cancer du sein, un lymphome ou un cancer du rein chez les patients ayant des
meclanomes cutanes a ¢te discutce.

Concernant le m¢lanome, deux genes a effet fort ont ¢t¢ i1dentifics a ce jour,
CDKN2A codant les protéines pl6 -~ et p14°~, et CDK4. Le facteur environnemental
majeur est I’exposition aux UV. Les genes a effets faibles connus sont principalement
des geénes codants des protéines impliquées dans la pigmentation, MCIR ¢tant le plus
ctudic a ce jour. 50% des familles a trois cas de mélanome n’ont pas de gene de
prédisposition identifig.

Dans ce contexte, les inventeurs ont ¢tudic le gene MITF, géne majeur de
r¢gulation du melanocyte (1) et oncogene (2,3) comme gene candidat de prédisposition
au melanome. MITF est un facteur de transcription de la famille bHLH-LZ qui joue un
role majeur dans la survie et le développement des méelanocytes. MITF est implique

dans la régulation de la m¢lanogencse. Le role de MITF est mhabituel puisqu’il est a la
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fois inducteur et répresseur de la prolifération cellulaire. En effet, ce facteur est
nécessaire d’une part pour la différentiation terminale des mélanocytes ct/ou la
pigmentation, ¢t d’autre part pour le comportement malin en mduisant la prolifération
cellulaire. Des mutations constitutionnelle « perte de fonction » de MITF ont ¢t
associces a des maladies autosomales dominantes, notamment le Syndrome de
Waardenburg et le Syndrome de Tietz, se caractérisant par une surdit¢ avec des
anomalies de la pigmentation de la peau, des cheveux et/ou de 1'iris.

Le gene MITF comprend 9 exons. Six 1soformes de MITF ont ¢té identifices.
Chez ’'Homme, on les definit généralement comme les 1soformes 1 a 6, I’'1soforme 4
ctant plus connue sous le nom d’isoforme M. Chez la souris, on utilise plutdt la
nomenclature avec des lettres. Ces 1soformes sont transcrites par des promoteurs
specifiques. De plus, elles se distinguent par leur région N-terminale et contiennent
toutes les exons 2 a 9, I’exon 1 €tant spécifique de chaque 1soforme (1). L’1soforme 4,
plus communément appel¢ MITF-M, se différencie des autres 1soformes par une
insertion de six acides aminés. Cette 1soforme a ¢te détectée uniquement dans des
melanocytes ou des cellules transformees in vivo (nevus, melanome, etc) ou dérivees in
vitro (lignees). Les autres 1soformes sont exprimeées dans beaucoup de tissus et de
lignees cellulaires, parfois aussi avec des spécificités tissulaires.

WO 00/47765 enseigne que 1’¢pissage alternative du gene MITF produit des
transcrits mitf+ ¢t mitf- codant pour des protéines différant par I'insertion de six acides
amin¢s supplémentaires dans mitf+. L’expression de mitf+ et mitf- prédomine
respectivement dans les cellules saines et tumorales. Cette demande de brevet divulgue
donc une méthode semi-quantitative pour ¢valuer, predire, ou surveiller le risque et le
traitement de melanomes. WO 05/116249 décrit ¢galement une méthode quantitative
bas¢e sur ces variants d’¢pissage de MITF.

Dans la présente 1nvention, les 1nventeurs ont 1dentifi¢ une mutation
constitutionnelle récurrente du gene MITF, appelée 1c1 E318K (selon la nomenclature de
[’1soforme 4), qui est utile comme marqueur de predisposition au cancer.

Le gene MITF (facteur de transcription associ¢ a la microphtalmie) est bien
connu de I'lhomme du meétier et peut Ctre caractérise par son ref¢rencement dans des
bases de données comme UniGene (Hs.166017), HomoloGene (4892) and GenelD
(4286). Il est ¢galement appele MI, WS2A ou bHLHe32.
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Cette mutation E318K est localis¢e dans 1’exon 9 du geéne MITF, en particulier
en position 952 de I'isoforme M selon la nomenclature HGVS. Elle consiste en la
substitution d’un nucléotide G par un nucléotide A (¢.952G>A) ¢t résulte en la
substitution d’un acide glutamique par une lysine (p.Glu318Lys). Cet exon 9 est
commun a tous les variants d’¢pissage de MITF. Dans I'1soforme MITF-M, ce résidu
est en position 952 du transcrit ¢t provoque la mutation de 1’acide amin¢ en position
318. Le terme « mutation E318K » désigne la mutation, quelque soit sa position dans les
1soformes de MITF. Notamment, la position du nuclé¢otide mute et de 1’acide amin¢

dans les différents variants d’¢pissage est indiquée ci-dessous.

Isoforme Autre nom  ref transcrit Ref protéine Mutation SEQ ID No
ISOFORM 1 MITF-A NM 198159 NP 937802 E419K 35
ISOFORM 2 MITF-H NM 198177 NP 937820 E403K 36
ISOFORM 3 MITF-C NM 006722 NP 006713 E418K 37
ISOFORM4 MITF-M NM 000248 NP 000239 E318K 38
ISOFORM 5 NM 198158 NP 937801 E312K 39
ISOFORM 6 NM 198178 NP 937821 E394K 40

Le mutant MITF E318K a montre une activite plus forte que MITF sauvage pour
[’activation de la transcription du gene HIF1A, ce géne ¢tant connu comme jouant un
role majeur dans la carcinogencese rénale (active secondairement aux mutations « pertes
de fonction » des genes de prédisposition au cancer du rein, tels que VHL, FH, SDHB).
De plus, 1l a ¢t¢ ¢tabli que cette mutation diminue la sumoylation de MITF, influencant
ains1 peut-ctre la stabilit¢ de la protéine ou la quantité de protéines codées par les genes
cibles. En effet, ’acide amin¢ E318 fait partic d’un des deux sites de sumoylation de la
protéine MITF. Le gene MITF codant un facteur de transcription, la protéine MITF
mutée E318K est susceptible d’activer en continu certains de ses genes cibles. 1l est
aussi possible que la mutation change la localisation de la protéine MITF ou son ratio
nuclé¢o-cytoplasmique.

Les inventeurs ont découvert que le mutant MITF E318K est plus représente
chez des patients presentant un melanome malin cutan¢ conjointement a un cancer du
rein. La mutation serait ¢galement plus représentée chez les sujets ayant développe un

meclanome cutan¢ malin ¢t un cancer du rein ou dans les familles présentant des
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meclanomes et des cancers du rein chez des apparentes, ou un melanome cutane et un
autre cancer, notamment une polyglobulie ou un lymphome. Ce mutant est présent a une
fréquence tres faible (2/2846 sujets, soit une fréquence d’héterozygotes de 0,0007 dans
unc premicre cohorte, et 11/1824 sujets, soit une fréquence d’hétérozygotes de 0,003
dans une deuxieme cohorte) chez les sujets sains témoins. Les mventeurs ont montré
que la forme non-sumoylée de MITF conduit a des me¢lanocytes moins différentics et
des cellules plus prolifératives.

Par ailleurs, 1l est probable que ce mutant soit ¢galement plus représenté chez les
sujets ayant développé une ou des tumeurs 1ssues de la créte neurale telles que le cancer
neuroendocrinien, un sarcome, un neuroblastome ou une tumeur du systeéme nerveux
(TSN), ou d’autres types de cancers selon les résultats préliminaires des inventeurs tels
qu’un lymphome, un cancer du poumon, un cancer du rein, un cancer du sein, un cancer
du pancréas, une tumeur pédiatrique, un cancer du systeme hématopoictique, un cancer
du systeme digestif, une polyglobulic ou une combinaison de ces types de cancer. Les
sites de sumoylation comprennent classiquement le motif consensus W-K-X-E dans
lequel W est un acide amin¢ hydrophobe et X est un quelconque acide amin¢. MITF
possede deux sites de sumoylation : le premier site ayant la séquence IKRE (avec le K
en positions respectives dans les 1soformes 1, 2, 3, 4, 5 et 6 : 289, 273, 288, 182, 182 ct
126) ¢t le deuxieme site ayant la séquence IKQE (avec le K en positions respectives
dans les 1soformes 1, 2, 3,4, 5 ¢t 6 : 417, 401, 416, 316, 310 et 254). Les mutations de
K182 et K316 augmentent la transcription d’un gene cible, melastatine/TRPM, mais
n’influencent pas la capacit¢ de la protéine a se lier a I’ADN, ni1 la localisation ou la
stabilit¢ de la protéine (Miller Al et al, JBC, 2005, 280 : 146-155).

L’ensecignement pour le mutant E318K de MITF de la présente invention est
gencralisable a toute mutation de MITF diminuant ou abolissant la sumoylation de la
protéine MITF a un des sites de sumoylation ou au deux.

Par cons¢quent, la présente mnvention concerne une meéthode pour déterminer si
un sujet a une predisposition a ou une susceptibilite de développer un cancer choisi
parmi la liste suivante : un mélanome cutan¢ malin, un cancer du rein, un cancer de la
thyroide, un sarcome, un ncuroblastome, une tumecur du systeme nerveux central
(TSNC), un lymphome, un cancer du poumon, une polyglobulie, et des combinaisons de
ceux-c1, comprenant la détermination dans un ¢chantillon biologique du sujet de la

présence d’une mutation dans MITF (facteur de transcription associ¢ a la



10

15

20

25

CA 02784155 2012-06-12

WO 2011/083253 PCT/FR2010/052833

d

microphtalmie) dimmuant ou abolissant la sumoylation de MITF, la présence de cette
mutation 1ndiquant que le sujet a une prédisposition a ou une susceptibilite de
developper un tel cancer. Dans un mode de réalisation particulier, notamment lorsque la
mutation dans MITF est E318K (c'est-a-dire E318K dans I’1soforme 4 ou la substitution
du résidu Glu correspondant dans les autres 1soformes de MITF par un résidu Lys), le
cancer est un melanome cutan¢ malin ou une combinaison d’'un meélanome cutan¢ malin
¢t d’un autre cancer, en particulier un cancer choisi parmi un cancer neuroendocrinien,
un sarcome, un ncuroblastome ou une tumeur du systeme nerveux (TSN), un
lymphome, un cancer du poumon, un cancer du rein, un cancer du sein, un cancer du
pancreas, une tumeur pediatrique, un cancer du systeme hématopoictique, un cancer du
systeme digestif, une polyglobulic et des combinaisons de ceux-ci. Le cancer peut
cgalement €tre choisi parmi1 un cancer du rein, un cancer de la thyroide, un sarcome, un
neuroblastome, une tumeur du systeme nerveux central (TSNC), un lymphome, un
cancer du poumon, une polyglobulie, et de combinaisons de ceux-ci. Dans un mode de
realisation particulier, la combinaison est celle d’'un m¢lanome cutan¢ malin et d’un
cancer du rem.

De preférence, la mutation est une substitution d’un résidu lysine et/ou d’un
résidu acide glutamique d’un des sites de sumoylation de MITF ou des deux sites.
Ainsi, la mutation est la substitution d’un résidu s¢lectionné dans le tableau ci-dessous

par un quelconque des 19 autres acides amings.

1 site de 2°™¢ site de
Isoforme Ref transcrit  Ref protéine sumoylation sumoylation

ISOFORM I NM 198159 NP 937802 K289  E291 K417  E419
ISOFORM 2 NM 198177 NP 937820 K273  E275 K401  E403
ISOFORM 3 NM 006722 NP 006713 K288  E290 K416  E418
ISOFORM 4 NM 000248 NP 000239 K182  E184 K316  E318
ISOFORM 5 NM 198158 NP 937801  KI82  EI8 K310  E312
ISOFORM 6 NM 198178 NP 937821  KI26  EI28 K254  E256

Plus précisement, un résidu lysine peut etre substitu¢ par un quelconque des 19
autres acides amings ; et/ou, un résidu acide glutamique peut €tre substitu¢ par un

quelconque des 19 autres acides amings.
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De préférence, la méthode comprend la détection d’une substitution du résidu
« K316 » (c'est-a-dire K316 dans I'1soforme 4 ou le résidu Lys correspondant dans les
autres 1soformes de MITF) et/ou du résidu « E318 » (c'est-a-dire E318 dans ’'isoforme 4
ou le résidu Glu correspondant dans les autres 1soformes de MITF) par un quelconque
des 19 autres acides amings.

Dans un mode de réalisation préfeére, la méthode comprend la détection d’une
substitution du résidu « E318 » (c'est-a-dire E318 dans 1’'1soforme 4 ou le résidu Glu
correspondant dans les autres 1soformes de MITF) par un quelconque des 19 autres
acides amin¢s. Dans un mode de réalisation encore plus prefére, la méthode comprend
la détection de la mutation « E318K » (c'est-a-dire E318K dans 1'isoforme 4 ou la
substitution du résidu Glu par un résidu Lys correspondante dans les autres 1soformes de
MITF).

La mutation peut €tre deétectée au niveau protéique ou nucleique. Les techniques
pour 1dentifier la mutation telle que définie ci-dessus dans le géne MITF ou ses
transcrits (ARNm) sont bien connues de I'hnomme du meétier et incluent notamment et de
manicre non-¢xhaustive le séquencgage, 1’hybridation sélective et/ou [’amplification
s¢lective. Au niveau nucléique, la détection peut se faire sur un ¢chantillon d’ADN
gcnomique, d’ARNm, ou d’ADNc.

Notamment, le s¢quencage de MITF peut ¢tre complet ou partiel. En effet, la
mecthode peut comprendre uniquement le sequencage de la région comprenant le résidu
suspecte d’€tre mute et méme uniquement le séquencgage de ce résidu particulier.

Par hybridation s¢lective est entendu que I’ADN génomique, I’ARN ou I’ADNCc
est mis en presence d’une sonde specifique de MITF du mutant et ¢ventuellement d’une
sonde témoin spécifique de MITF ne présentant pas cette mutation ou de MITFE
sauvage. Les sondes peuvent &tre en suspension ou mmmobilisees sur un substrat.
Typiquement, les sondes seront marquees pour &tre plus facilement détectables. Les
sondes sont notamment des molécules d’acide nucléique simple-brin de 8 a 1000
nucléotides, de preférence de 10 a 800 ou de 15 a 50 nucléotides.

L’acide nucléique peut ¢tre amplifi¢ avant détection de la mutation. Ainsi, un
couple d’amorces spécifiques des régions entourant la position de la mutation a détecter
(c’est-a-dire en amont et en aval) sera concue. Typiquement, les amorces sont des
molécules d’acides nuclciques simple-brin de 5 a 60 nucléotides, de prétérence de 8 a

25 nucléotides. Une complémentarite parfaite est préféree puisqu’elle assure une haute
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spécificité. Cependant, certains mésappariements peuvent &tre tolérés. Une fois
[’amplification du gene MITF ou de I’exon contenant la mutation, ou encore d’un de ses
transcrits faite, I’amplicon est utilisé pour la détection de la présence de la mutation par
s¢quencage ou hybridation spécifique ou par toute autre technique appropriée connue de
[’homme du m¢étier. La mutation peut ¢galement etre détectée par analyse des courbes
de fusion (voir par exemple, WO2007/035806).

La présence de la mutation peut ¢galement Etre détectée par amplification
s¢lective du mutant. Ainsi, un couple d’amorces est prépar¢, 1'une des amorces
s’hybridant spécifiquement avec la seéquence portant la mutation a détecter. Cette
amorce sera capable d’initier I’amplification ou de s’hybrider avec sa cible uniquement
s1 la séquence porte le nucléotide mute. Par cons¢quent, la présence d’'un amplicon
indiquerait que MITF porte la mutation testée alors, que 1’absence de cet amplicon
indiquerait que MITF ne présente pas cette mutation.

Bien entendu, ces techniques peuvent &tre facilement adaptées par ’homme du
m¢tier pour détecter simultanément ou en parallele plusicurs mutations du ou des site(s)
de sumoylation. Ainsi, les techniques permettraient de deétecter une ou plusicurs
mutations codant pour la substitution de résidus sclectionnés parmi le groupe constitue
de K182, E184, K316 ¢t E318 dans I’'1soforme 4 de MITF ou des résidus correspondant
dans les autres 1soformes de MITF.

Lorsque la mutation est détectée au niveau protéique, la méthode utilise un
anticorps capable de discriminer entre MITF présentant la mutation a détecter et MITF
ne présentant pas cette mutation. Notamment, 1’¢chantillon biologique est mis en
contact avec un anticorps specifique de MITF présentant la mutation a détecter et la
presence de complexe immun est détectee. Diff¢rentes méthodes permettent de détecter
ces complexes immuns comme les méthodes d’ELISA, radio-immuno-essal (RIA) et
tests immuno-enzymatiques (IEMA). Par « anticorps » sont ¢galement désignés tous les
fragments et dérivés d’anticorps conservant la capacité de se fixer spécifiquement au
mutant a détecter de MITF par rapport au MITF ne présentant pas cette mutation. La
encore, ces techniques peuvent &tre facilement adaptées par ’homme du metier pour
detecter simultanément ou en parallele plusicurs mutations du ou des site(s) de
sumoylation. Ainsi, les techniques permettraient de détecter une ou plusicurs
substitution(s) de résidus sélectionnés parmi le groupe constitu¢ de K182, E184, K316

ct E318 dans I'isoforme 4 de MITF ou des résidus correspondant dans les autres
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1soformes de MITF, par exemple a 1’aide d’une combinaison d’anticorps specifique de
chaque mutant de MITF présentant une ou plusicurs de ces substitutions.

D¢ manicre alternative, la mutation diminuant ou abolissant la sumoylation de
MITF peut ¢tre detectée au niveau proté¢ique de manicre mdirecte. Ainsi, la présence de
la mutation peut €tre détectée en mesurant la sumoylation de MITF, une diminution de
la sumoylation par rapport a la prot¢ine MITF sauvage mdiquant la présence de la
mutation. Les exemples détaillent comment mesurer cette sumoylation. De méme, la
mutation diminuant la sumoylation, la prot¢ine MITF mutée est stabilisée et donc
détectable dans des coupes tissulaires par immunohistochimie ou immunofluorescence.
La détection de la mutation ou de la présence/absence de sumoylation pourrait
cgalement se faire par spectrométriec de masse (W0O/2005/003390).

Dans un mode de recalisation particulicrement intéressant de la présente
invention, la mesure de la sumoylation de MITF se¢ fait de manicre mdirecte par la
deétermination de la localisation cellulaire de MITF détectée par immunohistochimie ou
immunofluorescence. En effet, de manicre surprenante et trés originale, la diminution
de la sumoylation de la protéine MITF entraine une modification de la localisation
ccllulaire de la protéine MITF wvisible par immunohistochimie dans les cellules
tumorales. La protéine sauvage presente une localisation uniquement ou essenticllement
nucléaire alors que la protéine portant la mutation diminuant la sumoylation de la
protéine, en particulier la mutation E318K, présente une localisation a la fo1s nucleaire
ct cytoplasmique. Ainsi, la présente invention concerne une méthode dans laquelle la
mutation diminuant la sumoylation de MITF est détectée par la détermination de la
localisation cellulaire de MITF en immunohistochimie, une localisation nucléaire étant
indicatit de la protéine MITF sauvage alors qu’une localisation nuclcaire et
cytoplasmique ¢tant indicatif de la protéine MITF preésentant une mutation diminuant la
sumoylation de MITF, en particulier MITF mutée E318K. La mutation peut aussi
permettre une détection par IHC ou IF de la protéine MITF dans des tissus ou la forme
sauvage est indetectable par ces mémes méthodes.

La mutation peut ¢tre détectée dans une quelconque 1soforme de MITF. Dans un
mode de réalisation particulier, la mutation est détect¢e dans 1'1soforme 4.

Le terme « sujet » référe 1c1 a un mammifere, de préférence a un humain.

Le terme « ¢chantillon biologique » réfere 1c1 a un ¢chantillon de tissu sain ou

tumoral, par exemple une biopsie et notamment une biopsie de peau, de rein, de
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thyroide, ou de poumon, ou de liquide biologique, par exemple un échantillon de sang,
de liquide cephalo-rachidien, d’urine, ou de lymphe. De préférence, 1'¢chantillon
biologique est un ¢chantillon de sang. Les methodes de la présente invention peuvent
comprendre une ¢tape prealable de prélevement de 1”’¢chantillon biologique.

Bien entendu, les méthodes de la présente mvention considerent ¢galement,
outre la détection de la mutation diminuant ou abolissant la sumoylation de MITF, la
detection d’autres marqueurs de prédisposition au cancer.

La preésente invention concerne ¢galement 1'utilisation de moyens de détection
de la mutation dimimnuant ou abolissant la sumoylation de MITF pour la préparation
d’un kit de diagnostic destin¢ a déterminer s1 un sujet a une prédisposition a ou une
susceptibilite de développer un cancer choisi parmi la liste suivante : un melanome
cutané malin, un cancer neuroendocrinien, un sarcome, un necuroblastome ou une
tumeur du systeme nerveux (TSN), un lymphome, un cancer du poumon, un cancer du
rein, un cancer du sein, un cancer du pancréas, une tumeur pédiatrique, un cancer du
systeme hématopoictique, un cancer du systeme digestif, une polyglobulie, et des
combinaisons de ceux-c1, la présence de cette mutation indiquant que le sujet a une
predisposition a ou une susceptibilit¢ de deévelopper un tel cancer. Dans un mode de
ré¢alisation particulier, le cancer est choist parmi un me¢lanome cutan¢ malin, un cancer
du rein, un cancer de la thyroide, un sarcome, un neuroblastome, une tumeur du systeme
nerveux central (TSNC), un lymphome, un cancer du poumon, un polyglobulie et des
combinaisons de ceux-c1. De manicre preferee, le cancer est choisi parmi un melanome
cutan¢ malin, un cancer du rein, ¢t une combinaison de ceux-ci. Les moyens de
détection peuvent comprendre ou consister en une sonde specifique de MITF portant la
mutation a détecter, un couple d’amorces permettant ’amplification d’un segment
nuclé¢otidique comprenant la mutation a détecter, un couple d’amorces dont I'une d’elles
s’hybride specifiquement avec la séquence portant la mutation a détecter (permettant
ainsi une amplification s¢lective du mutant a dé¢tecter de MITF), un anticorps specifique
du mutant a détecter de MITF, des moyens permettant la détection et la mesure de la
sumoylation de MITF, des controles négatifs permettant de détecter MITF ne présentant
pas la mutation a d¢tecter, ou des combinaisons de ceux-c1. Dans un mode de réalisation
particulier, notamment lorsque la mutation dans MITF est E318K (c'est-a-dire E318K
dans 1'1soforme 4 ou la substitution du résidu Glu correspondant dans les autres

1soformes de MITF par un résidu Lys), le cancer est un m¢lanome cutan¢ malin ou une
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combinaison d’un mélanome cutan¢ malin et d’un autre cancer, en particulier d’un
cancer choist parmi cancer neuroendocrinien, un sarcome, un ncuroblastome ou une
tumeur du systeme nerveux (TSN), un lymphome, un cancer du poumon, un cancer du
rein, un cancer du sein, un cancer du pancréas, une tumeur pédiatrique, un cancer du
systeme hématopoictique, un cancer du systeme digestif, une polyglobulie, et des
combinaisons de ceux-c1. Dans un mode de r¢alisation particulier, le cancer est choisi
parmi un me¢lanome cutan¢ malin, un cancer du rein, un cancer de la thyroide, un
sarcome, un neuroblastome, une tumeur du systetme nerveux central (TSNC), un
lymphome, un cancer du poumon, un polyglobulie et des combinaisons de ceux-c1. De
manicre preféree, le cancer est choist parmi un mé¢lanome cutan¢ malin, un cancer du
rein, et une combinaison de ceux-ci.

L intérét de la détection d’une prédisposition ou d’une susceptibilité au cancer
est que le sujet peut bencticier d’un suivi clinique ou d’une surveillance permettant de
detecter ’apparition d’un cancer a un stade précoce et donc d’augmenter les chances de
gucrison. Par ailleurs, la détection de la mutation peut permettre d’orienter la prise en
charge thcérapeutique du patient ct/ou d’augmenter 'efficacite des traitements. Par
ailleurs, le sujet i1dentific peut ¢galement bénéficier d’un traitement préventif. Ce
traitement est destine a empécher ou retarder 1’apparition du cancer.

Ainsi, la présente mmvention concerne ¢galement une meéthode pour sclectionner
les patients pouvant béneficier d’un traitement préventif ou d’une surveillance médicale
comprenant la détermination de la susceptibilité au cancer du patient par la méthode
sclon la présente invention et la s¢lection des sujets présentant la mutation diminuant ou
abolissant la sumoylation de MITF.

Le traitement préventif envisagé peut comprendre 1’administration de composeEs
polyphénoliques. En effet, 11 a ¢t¢ notamment montré que des composes
polyphénoliques de I’enveloppe du riz fermentée diminuent le niveau de protéine MITF
(5). Ainsi, ce traitement pourrait contrecarrer la diminution de la sumoylation de la
protéine MITF et ses conséquences fonctionnelles sur ses genes cibles, MITF ¢tant un
facteur de transcription. Par ailleurs, les polyph¢nols du thé noir ont une action
chimiopréventive qui pourrait se¢ faire par un arrét du cycle cellulaire et par un
mecanisme pro-aptotique (6). Par cons¢quent, la présente invention concerne les
composes polyphénoliques pour une utilisation dans le traitement préventif du cancer

chez des sujets présentant une mutation de MITF diminuant ou abolissant la
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sumoylation de MITF et 1'utilisation de compos¢s polyphénoliques pour la préparation
d’un medicament destin¢ au traitement préventif du cancer (chimioprévention) chez des
sujets presentant une mutation de MITF diminuant ou abolissant la sumoylation de
MITEF. Elle concerne en outre une méthode de traitement comprenant 1’administration
d’une dose therapeutique efficace de composes polyphenoliques a des sujets presentant
une mutation de MITF diminuant ou abolissant la sumoylation de MITF, prévenant ou
retardant ainsi 1’apparition d’un cancer. De preférence, les composes polyphénoliques
sont des composes polyphénoliques de I’enveloppe du riz fermentée ou des polyphénols
du the norr. La demande de brevet WO 05/099721 decrit ¢galement de nombreux autres
composes polyphénoliques utiles pour la prévention du cancer, notamment via leur effet
antioxydant.

L'invention sera micux comprise a l'aide des exemples qui suivent, lesquels se

veulent 1llustratits et non limitatifs.

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES

Figure 1 : (Fig 1a) Arbre géncalogique de la premiere famille a cas multiples de
meclanomes dans laquelle le mutant MITF E318K a ¢t¢ identific ; (Fig 1b)
clectrophorégramme de la mutation constitutionnelle (sang) chez une personne atteinte
de m¢lanome et cancer du rein.

Figure 2 : Activation de la transcription du promoteur de HIF1A mais pas de
MET en présence de la protéine MITF portant la mutation E318K par rapport a la
prot¢ine MITF sauvage.

Figure 3 : Diminution de la sumoylation de la protéine MITF portant la mutation
E318K.

Figure 4 : La mutation E318K diminue la sumoylation de la protéine MITF. Fig
4a) Des cellules HEK293 ont ¢t¢ co-transfectées avec un plasmide codant pour MITF
couplée a myc sauvage ou mutée (K182R ; E318K ; KI82R/E318K) ¢t un plasmide
vide pSGS5 ou codant pour His-SUMOI1. Les cellules ont ¢te lyseées dans un tampon
bouillant ¢t testees par western blot pour MITF ¢t ERK2 pour s’assurer la charge
suffisante de chaque ligne. Fig 4b) Des cellules HEK293 ont ¢t¢ co-transfectées avec un
plasmide codant pour MITF couplée a myc sauvage ou mutée (KI82R ; E318K ;
K182R/E318K) et un plasmide vide pSGS ou codant pour His-SUMO2. Les cellules ont
cte testées par western blot pour MITF ¢t ERK2. Fig 4¢) Des cellules HEK293 ont ¢te
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co-transfectées avec un plasmide codant pour MITF couplée a myc sauvage ou mutce
(K182R ; E318K ; KI182R/E318K) et un plasmide vide pSG5 ou codant pour His-
SUMOI1. Les lysats cellulaires ont ¢t¢ purifies en utilisant des colonnes Ni-NTA et
analys¢s par western blot pour MITF (panncau du haut). Un western blot a ¢t¢ fait sur
les lysats cellulaires avant purification pour controler 1’expression de MITF et la charge
suffisante de chaque ligne (pannecau du bas).

Figure 5 : La mutation E318K pourrait affecter la localisation cellulaire de MITF
¢t changer son activite transcriptionnelle. Fig 5a) Une analyse par immunofluorescence
de cellules HEK293 transfectées avec un plasmide codant pour MITF couplée a myc
sauvage ou mutee (K182R ; E318K ; K182R/E318K) ¢t colorées avec un anti-myc suivi
par un anticorps sccondaire anti-sourts marque par Alexafluor 594. Les noyaux
cellulaires ont subi une coloration par contraste avec du DAPI. La barre represente 10
um. Fig 5b) Coloration immunohistochimique de m¢lanomes et de cancers du rein avec
des anticorps anti-MITF (x200). Les mélanomes avec MITF sauvage montrent une
coloration nucl¢aire alors que les melanomes avec MITF mut¢ E318K montrent une
coloration nucl¢aire et cytosplasmique. Le cancer du rein avec MITF sauvage ne montre
pas de marquage alors que le cancer du rein avec MITF muté E318K montrent une
coloration nuclcaire et cytosplasmique. Fig 5¢) Des cellules HEL293 ont cte
transfectées de manicre transitoire avec un plasmide rapporteur luciférase synthétique
qui contient 3 copies d’une boite M et avec un plasmide pCDNA3 vide ou codant MITF
sauvage ou mutce. L activité luciférase a ¢t¢ normalis¢e par ['activite B-galactosidase et
les resultats ont ¢te exprimes comme le facteur de stimulation de 1’activit¢ luciférase de
base pour des cellules non-stimulées.

Figure 6 : Des melanocytes mutants montrent une pigmentation plus faible. Les
culots cellulaires et la mesure de melanine dans les mé¢lanocytes de deux donneurs sains
par rapport a des melanocytes 1solés d’une biopsie de peau de patients presentant la
mutation E318K. (***) indique une différence significative avec une p-value inféricure
a 0.001 entre les tests. Les deux donneurs ainsi que les porteurs sont d’origine
caucasienne.

Figure 7: La mutation E318K confére un avantage de croissance. Des
m¢lanocytes de souris immortalisés melan-a (gauche), des cellules de mélanome
humain m¢étastasique A375 (milieu) et des cellules de carcinome rénal humain RCC4

(droite) ont ¢t¢ transfectes avec un vecteur vide, un vecteur codant la protéine MITF



10

15

20

25

30

CA 02784155 2012-06-12

WO 2011/083253 PCT/FR2010/052833

13

sauvage (Mi1-WT) ou mutante (M1-E318K). Des photos a 2 semaines (en haut) et
[’absorbance apres coloration/décoloration au violet cristal des clones (en bas) sont
montrees.

EXEMPLES

Exemple 1

Les mventeurs ont ¢tudi¢ le gene MITF, consideré comme un oncogene et donc
comme gene candidat. Ils ont d’abord ¢tudi¢ s’1l existait des mutations du gene MITFE
(3pl4) dans le site de clivage par les caspases (effet anti-apoptotique) dans des familles
a cas multiples de mélanome (4), par s¢quencage de toutes les 1soformes. Leurs résultats
pr¢liminaires ont montr¢ la présence d’un variant germinal de MITF-M ¢.952G>A,
p.Glu318Lys (E318K) dans une famille d’origine basque espagnole (TRY) a cas
multiples de mé¢lanome (avec 2 cancer du rein, 3 tumeurs du systeme nerveux central,
un cancer du poumon ¢t un cancer gastrique du cot¢ maternel d’ou vient la E318K),
avec transmission cot¢ paternel d’un haplotype 1p22. Le variant ¢tait absent chez 180
témoins francais/caucasiens et 96 basques espagnols (Figure 1 a et b).

Dans des cellules de m¢lanome B16 (souris), les inventeurs ont montré que le
variant MITF, ¢.952G>A, p.Glu318Lys (E318K) avait une action sup¢ricure a la forme
sauvage pour induire la transcription du gene HIF1a et pas celle du gene MET (Figure
2). Les mventeurs ont donc pos¢ 1’hypothese suivante : HIF est le facteur transformant
des cellules rénales en 1’absence de VHL, en situation d’hypoxie; VHL (mutations
pertes de fonction d’un geéne suppresseur de tumeur) ¢t MET (mutations activatrices
d’un oncogene) sont deux genes de predisposition au cancer du rein ; HI1aF active par
MITF muté¢ E318K pourrait donc avoir le méme effet que ['absence de VHL. Les
inventeurs ont donc montre que la mutation E318K du geéne MITF ¢tait présente chez
4/55 patients et absente chez 276 témoins (p= 0,0007) de la sous-collection « m¢lanome
¢t cancer du rein (cas sporadiques) » de la collection MELARISK. Les inventeurs ont
ensuite explor¢ la fréquence du mutant E318K dans différentes collections biologiques
de I'IGR (Institut Gustave Roussy, Villejuif, France). D’autres porteurs de cette
mutation ont ¢t¢ identifié¢s : une patiente ayant développé un cancer du rein juveénile a
translocation TFE3 dont la mere avait eu un cancer du sein puis un me¢lanome, une
patiente ayant développe 3 melanomes et un lymphome; un cas index d’une famille a
cas multiple de mélanome; un cas index ayant développ¢ plusicurs mélanomes ; deux

patients ayant developpe des mélanomes nodulaires ; une patiente ayant développe un
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melanome, un de ses oncles ayant cu une TSNC ; deux patients ayant développ¢ un
cancer papillaire du rein ; un patient atteint de polyglobulie. En effet, VHL est 1'un des
trois genes de predisposition a la polyglobulie.

Tableau 1 : Resultats du criblage du mutant MITF E318K

Mélanome | Nb MITF MITF p-value
et cancer du | ¢chantillon | sauvage E318K
rein

Sporadique 0,0007
0,1534

et familial

Cancer 24 22 2 0,0062
= T

du rein

et TNSC,

familial

Polyglobulie 0,0483
Lyvmphome 0,0548

Mélanomes ___

multiples

Familiaux

Mélanomes | 34 33 | 0,1097
=
Sporadiques

nodulaires

Mélanomes | 49 4% | 0,1508
multiples

cutanés

familiaux

Les populations témoins utilisées sont celles des donneurs du sang ¢t du CEPH (N=276).

Exemple 2

Identification de mutations germinales de MITF dans des patients presentant des
melanomes et des cancers du rein

Dans le but de confirmer I'identification du variant de MITF résultant d’une
substitution faux-sens p.E318K (¢.952G>A, dans I’'1soforme M de MITF, NM 000248)
assocles a une coexistence de mélanomes et de cancers du rein, les mmventeurs ont
scquence la seéquence codante enticre du gene, les liaisons intron-exon et les &

promoteurs alternatifs chez 62 patients qui présentent a la fois un mélanome et un
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cancer du reimn. Les inventeurs ont observe cette substitution dans 5 des 62 patients. La
frecquence de ce variant est significativement plus ¢levée que dans une population
controle de 1824 personnes (4% vs 0,3%, p = 9,7 x 10'5). Ainsi, porter le variant
p.E318K conduit a une augmentation de 14 fois pour le risque de développer a la fois un
melanome et un cancer du rein (risque relatit approché (OR) = 14,46 [intervalle de
confiance de 95% = 3,79 a 46,82] (Tableau 2)). Pour confirmer que ce variant a un effet
sur la susceptibilit¢ a un mélanome scul, les mventeurs ont génotypé 704 patients
presentant des mélanomes (qui sont négatifs pour les mutations de prédisposition aux
melanomes de CDKN2A et CDK4) incluant 422 cas indépendants avec des antécedents
familiaux de mé¢lanomes, 242 cas sporadiques avec des melanomes multiples primaires
ct 40 cas sporadiques avec un m¢lanome nodulaire (Tableau 2). Les derniers cas ont ¢€te
testés car 4 patients sur 5 présentant développer a la fois un mélanome et un cancer du
rein et portant la mutation p.E3 18K ont un moins un m¢lanome nodulaire (celui-c1 ¢tant
le type histologique de melanome le plus rare). La fréquence de p.E318K est
significativement plus ¢levée chez tous les patients présent un mélanome seul par
rapport aux contrdles (1,3% vs 0,3%, p = 4,5 x 107) et le fait de porter la mutation
p.E318K est associ¢ a une augmentation du risque de m¢lanome supcricure a 4 fois
(risque relatit approche (OR) = 4,57 [intervalle de confiance de 95% = 2,05 a 10,68]).
Cette augmentation du risque semble principalement due au groupe de patients
sporadiques a mélanomes primaires multiples (risque relatif approché (OR) = 7,10
[intervalle de confiance de 95% = 2,67 a 18,62]) alors que I'effet de p.E318K n’¢ctait pas
significatif chez les patients a me¢lanome avec des antéceédents familiaux de melanomes
(risque relatit approche (OR) = 2,78 [intervalle de confiance de 95% = 0,91 a 7,90]) ou
chez les patients avec des mélanomes nodulaires (risque relatif approche (OR) = 8,67
[intervalle de confiance de 95% = 0,9 a 41,70] (Tableau 3)). Cependant, le test
d’homogencite de la frequence de l'allele p.E318K a travers ces trois groupes ctant
seulement marginalement significatit (p = 0,06). Le materiel biologique ¢tait disponible
pour des membres supplémentaires affectes dans trois des sept familles sujettes aux
melanomes dans lesquels le proposant portait le variant. Dans chacune des ces familles,
p.E318K cos¢grege avec le melanome. De manicre alternative, pour examiner 1’effet de
p.E318K sur la susceptibilit¢ au cancer du rein, les inventeurs ont génotyp¢ ce variant
dans 187 patients ayant un cancer du rein. La fréquence de p.E318K ¢tait ¢galement

plus ¢levée chez les patients ayant un cancer du rein que des les contrdles (1,3% vs
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0,3%, p = 0,01) et I'augmentation du risque de cancer du rein associe avec p.E318K
ctait du méme ordre de grandeur que celul observe pour le m¢lanome seul (risque relatif
approch¢ (OR) = 4,53 [intervalle de confiance de 95% = 1,22 a 14,30]) (tableau 2). 1l
n’y avait aucune preuve significative d’une hétérogeneite de p.E318K, la fréquence de
["all¢le a travers les trois groupes de patients (melanome+cancer du rein, melanome scul
¢t cancer du rein seul ; p = 0,08). Le regroupement de tous les patients augmente la
significativit¢ de la différence de fréquence de 1’allele p.E318K entre les cas et les
contréles (1,5% vs 0,3% ; p =2,5 x 107). Dans I’ensemble, les porteurs de p.E318K ont
une augmentation du risque de développer un mélanome, un cancer du rein ou les deux
de plus de 5 fois (risque relatif approche (OR) = 5,17 [mntervalle de confiance de 95% =
2,49 a 11,52]).

Pour estimer s1 p.E318K prédispose a I’association de melanomes et d’un autre
cancer different du cancer du rein, les inventeurs ont génotyp¢ 172 patients affectés par
un melanome et une autre tumeur primaire mais aucun porteur de p.E318K n’a pu &tre
identific (Tableau2). Puisque 1’association de p.E318K avec une autre tumeur primaire

est un ¢venement rare, les inventeurs ont planific I’examen de séries plus larges.

Tableau 2 : Fréquence de la mutation germinale de MITF p ;E318K chez des

patients souffrant de cancer

Type de tumeur Nombre Nombre Total Fréquence FET p- OR[95%CI]
De Non- De allele value
porteur porteur minoritaire
v
Controles 1813 11 1824 0.003 - Ref
CM or/and RCC 924 29 953 0.015 2.5x 107 5.17
[2.49-11.52]
Les deux 57 5° 62 0.040 9.7x 107 14.46
[3.79-46.82]
CM seul’ 685 19°¢ 704 0.013 4.5x 107 4.57
[2.05-10.68]
RCCseul® 182 5¢ 187 0.013 0.012 4.53
[1.22-14.30]
Melanome et autre 172 0 172 0 0.61 -
cancer'

OR = risque relatif approche ; 95%CI = ntervalle de confiance de 95% ; p-
value = probabilit¢ critique du test ; CM = m¢lanome ; RCC = cancer du rein.

" Tous les porteurs sont hétérozygotes pour le variant p.E318K.
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“Les 5 patients ont développé un cancer du rein a cellules claires (ccRCC), 4 parmi les 5

eme

patients ont développé au moins un mélanome nodulaire, et le 57 patient a développé un
melanome a extension superficielle (SSM).

® Mélanomes familiaux (notamment avec au moins 2 cas confirmés de mélanomes dans
la famille), 422 cas; cas sporadiques avec des me¢lanomes primaires multiples (MPM), 242 cas ;
melanome nodulaire sporadique, 40 cas.

“Sur 19 porteurs, 7 sont des cas familiaux, 9 sont des cas sporadiques MPM ¢t 2 sont
des cas de melanoma nodulaire sporadique.

¢ Cancer du rein a cellules claires (ccRCC), 54 cas sporadiques; carcinome papillaire
rénal (PRC), 55 cas (22 cas ayant un type I, 30 cas ayant un type II, et 3 cas ayant un sous-type
histologique inconnu) ; des phénotypes de cancer du rein mixtes (notamment, papillaire et a
cellules claires), 2 cas ; cancer du remn pédiatrique, 5 cas ; Cancer du rein avec un sous-type
histologique mconnu, 71 cas.

“ Sur 5 porteurs, un est un cas de cancer du rein a cellules claires ccRCC, 2 sont des cas
de carcinome papillaire rénal de type II, 1 est un carcinome juvenile avec une translocation
somatique t(X;17)(p11;g25) et 1 est un cas de carcinome papillaire rénal de type 1.

' Cancer du sein, 97 cas, cancer du cerveau, 27 cas, carcinome de la thyroide non-
medulaire, 28 cas, cancer du colon, 10 cas ; autres cancers (testicule, utérus, ovaire, prostate,
sarcome ¢t endometre), 10 cas.

Test d’homogeneite des fréquences alleliques parmi les me¢lanomes seuls, les cancers du

rein seuls et la combinaison des deux : p = 0.078 (test exact)

Tableau 3 : Fréquence de la mutation germinale de MITF p ;E318K chez des

patients souffrant de m¢lanome scul

Type de tumeur Nombre Nombre Total Fréquence FET OR [95%CI]
De Non- De allele p-
porteur  porteur minoritaire value
r
Controles 1813 11 1824 0.003 - Ref
CM seul 685 19 704 0.013 4.5x 4.57
10° [2.05-10.68]
Familial 415 7 422 0.008 0.06 2.78
[0.91-7.90]
M¢lanome primaire 232 10 242 0.021 4.1 x 7.10
multiple (MPM) 107 [2.67-18.62]
Mc¢lanome nodulaire 38 2 40 0.025 0.029 3.67

[0.90-41.70]
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Test d’homogeneite des fréquences allchiques parmi les 3 catégories de mélanomes seuls
(familial, MPM, nodulaire): p = 0.065 (test exact) s1 le test d’homogéncite est fait en comparant

famihial versus MPM: p = 0.072 (test exact)

Exemple 3

Consequences fonctionnelles de la mutation p.E318K de MITF

Cette mutation E318K est situé¢e dans ’'un des deux sites de sumoylation de la
protéine (motif WKXE, 2 sites K182 ¢t K316). Les mventeurs ont montr¢ unc
diminution de la sumoylation de MITF en présence de la mutation E318K. (Figure 3).

Plus précisément, les inventeurs ont génere par mutagencse dirigée le variant
E318K. Par ailleurs, 1ls ont ¢galement prépare le variant K182R et un double mutant
K182R :E318K.

Des experiences de Western blot sur des extraits totaux avec un anticorps anti-
MITF, apres coexpression de His-SUMO-1 avec MITF sauvage ont révele la présence
d’une bande a 120 kD et un doublet a environ 90 kD, suggérant que MITF subit une
sumoylation qui augment son poids molecuaire (Figure 4A). Bien que ['ajout de
pro¢tines SUMO exogene a augment¢ le niveau global de sumoylation de MITF, le
western blot a montre que MITF est ¢galement sumoylé dans les conditions de base
montrant le doublet a 90 kD, excluant ains1 un effet non-specifique de la sur-expression
de SUMO. La mutation K182R a conduit a la disparition compléte de la forme de MITF
de poids moléculaire le plus ¢leve, mais n’affecte pratiquement pas la bande a 90 kD.
Lorsque le codon 318 a ¢t¢ muté par une lysine, les mventeurs ont observe une
diminution importante du niveau de toutes les bandes de haut pois moléculaire de
MITF. Enfin, aucune forme de haut pois molcculaire de MITF n’a pu ¢tre observee
lorsque le double mutant a ¢t utilis¢. Des observations similaires ont ¢t¢ faites avec une
co-expression de HA-SUMO-2 (Figure 4B) démontrant que le MITF sauvage a &t
modifi¢ par SUMOI1 ou SUMO2 et que la mutation E318K affecte a la fois les
modifications de SUMO1 et SUMO?2. Pour confirmer [’attachement de SUMO-1 a
MITF, le plasmide His-SUMO-1 a ¢te transfect¢ seul ou avec les constructions MITF.
Alors, les protéines contenant His-SUMO-1 ont ¢té purifices sur une colonne Ni1-TFA.
Dans les cellules transtectees avec MITF sauvage, le western blot avec un anti-MITF a
revele des formes de MITF sumoylées migrant a environ 90 et 120 kD (Figure 4C). La
mutation K182R affecte principalement la forme sumoylée de MITF a 120 kD alors
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qu’aucune forme sumoylée de MITF n’a pu &tre observée avec E318K ou le double-
mutant. Dans |’ensemble, ces résultats démontrent que le codon 316 est un site
accepteur majeur de SUMO dans MITF ¢t que la mutation E318K diminue

drastiquement la sumoylation de MITF.

Exemple 4

La mutation E318K pourrait changer la localisation de MITF et elle altere son
activite transcriptionnelle

La sumoylation orchestre de multiples processus cellulaires en partic par le
controle de la transduction du signal nucléo-cytoplasmique et de la transcription. Les
inventeurs ont examine s1 le mutant E318K avec une sumoylation diminu¢e pouvait
alt¢rer la localisation cellulaire de MITF (Figure 5A). La coloration par
immunofluorescence avec un anticorps anti-MITF a montré que le mutant E318K mais
cgalement K182R et KI182R :E318K ont ¢t¢ détectes dans le noyau des cellules de
melanome, ce qui est cohérent avec la localisation nucléaire de la forme sauvage de
MITF. Cependant, des experiences d’ immuno-histochimie ont permis de montrer, avec
des ¢chantillons de meélanome et de cancer du rein, un marquage nucléaire et

cytoplasmique pour les mutants E3 18K (Figure 5B).

Type de marquage Nucleaire | Nucleaire+cytoplasmique | Aucun
Melanome contrdle 8/9 1/9 0/9
Mélanome porteur de E318K 0/8 8/8 0/8
Cancer du rein contrdle 0/6 0/6 6/6
Cancer du rein porteur de E318K | 0/6 216 4/6

Les mventeurs ont ¢galement explore 1’effet possible de la substitution E318K
sur ’activit¢ transcriptionnelle de MITF. 1ls ont compar¢ 1’activite de la forme sauvage
versus le mutant E318K sur un rapporteur synthétique qui contient 3 copies d’une boite
M apposce a un promoteur minimal SV40. Le mutant E318K a montré une activite
transcriptionnelle 2-3 fois plus ¢levée que celle de la forme sauvage (Figure 5C). Le
double mutant ¢tait encore plus efficace que le mutant E318K, alors que le simple
mutant K182R a montr¢ une activit¢ comparable a celle de la forme sauvage. Ces
résultats indiquent que la sumoylation diminue I’activite transcriptionnelle de MITF.
Les mnventeurs ont ensuite verific 1'effet de la mutation E318K sur des promoteurs

physiologiques. Ils se sont concentres sur MET et HIF1A, deux genes cibles de MITF
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impliques dans la tumorigenese des melanocytes et du rein. La forme sauvage de MITF
¢t le mutant E318K ont montr¢ des activités transcriptionnelles similaires pour le
promoteur MET (Figure 2) alors que le mutant E318K presentant une activite
transcriptionnelle plus ¢levée du promoteur HIFIA en comparaison de la forme
sauvage. Par conscquent, la mutation p.E318K peut exercer son effet oncogénique via

une régulation transcriptionnelle exacerbée de HIF1A.

Exemple 5

La mutation E318K confere un phenotype cellulaire moins differentié et plus
proliferatif

La production de pigment est un trait de la différentiation des meélanocytes
caract¢risce par une croissance reduite alors que les cellules faiblement pigmentees
corrclent ¢troitement avec des phénotypes prolifératifs et moins différenti¢s. De plus,
[’hypoxie et HIFIA soutiennent la survie, la prolif¢ration et la transformation des
melanocytes, et la progression des melanomes. Par conscquent, les inventeurs ont
trouve que des meélanocytes 1sol¢s de biopsies de peau d’un patient portant la mutation
germinale ¢taient moins pigmentés que les mélanocytes de deux donneurs sains ne
portant pas la mutation, tous trois de type caucasien (Figure 6). La transcription de
MITF est modifice par deux voies de signalisation par des récepteurs, incluant le
récepteur de la mélanocortine-1 (MCIR). Enfin, en comparaison de MITF sauvage,
[’expression de E318K stimulait la croissance des melanocytes immortalisés (Figure 7A
Melan-a), des cellules de mélanomes (Figure 7B, A375) et aussit des cellules de
carcimome de rein déficient en VHL (Figure 7C, RCC4). Pris ensemble, les données

suggerent que le mutant de MITF E318K confere un avantage de croissance constitutif.

Materiels et Methodes

Melarisk est une collection unique de familles enclines aux meélanomes

(MELARISK) qui a ¢té mitice en 1985 par 'Institut Gustave Roussy (Pr AVRIL) et

'INSERM ((Florence Demenais, U946), avec une participation des dermatologistes (en
particulier, depuis 2005 le CHU Cochin, Pr AVRIL et les Hospices Civils de Lyon, Pr
THOMANS) et d’oncogencticiens. Le materiel biologique est conserve a la Biobanque de
susceptibilit¢ au cancer de I'IGR (sang, lymphocytes congeles, lignées cellulaires

lymphoblastiques ¢tablies par le Généthon, ADN). Les données familiales,
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démographiques, cliniques et de facteur de risque de mélanome ont &t¢ collectées depuis

plusicurs ann¢es maintenant et sont stockees dans une base de données MySQL dans

["unit¢ INSERM U946.

S¢équencage direct de MITF

Les amorces utilisees pour le sequencage de MITF sont données dans le tableau
ci-dessous. Le protocole d’amplification consistait en 35 cycles avec des ¢tapes de
tempcerature a 94°C, 60°C, et 72°C de 30 secondes chacune.

Les produits de PCR ont ¢té sequencés avec la technique de « Big Dye
Terminator », version 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, Californie) sur des
séquenceurs ABI Prism~ 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
Californie).

Tableau. Séquences des amorces pour le géne MITF

Fragment amplifi¢ Séquence Sens 5° > 3’ S¢équence AntisensS’ > 3°Taille du produit (pb)

Exon la part]  SEQ ID NO 1 SEQ ID NO 2 377
Exon la part2 SEQ ID NO 3 SEQ ID NO 4 394
Exon 1b SEQ ID NO 5 SEQ ID NO 6 298
Exon le SEQ ID NO 7 SEQ ID NO 8 232
Exon 2 /Exon Ic SEQ ID NO 9 SEQ ID NO 10 396
Exon 1 (M) SEQ ID NO 11 SEQ ID NO 12 389
Exon 2 SEQ ID NO 13 SEQ ID NO 14 426
Exon 3 SEQ ID NO 15 SEQ ID NO 16 2171
Exon 4 SEQ ID NO 17 SEQ ID NO 18 257
Exon 5 SEQ ID NO 19 SEQ ID NO 20 447
Exon 6a/6b SEQ ID NO 21 SEQ ID NO 22 230
Exon 7 SEQ ID NO 23 SEQ ID NO 24 320
Exon & SEQ ID NO 25 SEQ ID NO 26 563
Exon 9 SEQ ID NO 27 SEQ ID NO 28 544

Geénotypage de la mutation MITF E318K par PCR avec une sonde MGB

lTagman

Les réactions de PCR ont ¢te faites avec 10 ng d’ADN génomique en présence
de 0.2 ymol/L sondes MGB TagMan soit (5'-VIC-ATC AAG CAA GAA CCC G-3' -
SEQ ID No 29) qui s’apparie parfaitement avec la séquence de MITF sauvage ou (5°-6-
FAM-CAA GCA AAA ACC CG-3’ - SEQ ID No 30) qui s’appariec parfaitement avec la
sequence de MITF qui code la mutation E318K. Les concentrations finales des autres
ré¢actifs ont ¢t¢ les suivantes: 1x Universal Master mix (Applied), 0,4 umol/L d’amorce
sens (S-TGCTCTCCAGATTTGGTGAATCG-3" - SEQ ID No 31), 0,4 umol/L
d’amorce antisens (5'-GGTCTTGGCTGCAGTTCTCAA-3" - SEQ ID No 32). La taille
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de I’amplicon de PCR est de 67 pb. Le cyclage de PCR a ¢t¢é fait sur un thermocycleur
2720 ABI " comme suit: 95 °C pendant 15 min; 30 cycles de 95 °C pendant 15 s et 60
°C pendant 1 min. La discrimination all¢lique a ¢t¢é faite par mesure finale de
fluorescence sur un 7900HT Fast real Time PCR system ABI et analysée en utilisant
le logiciel SDS v2.3 ABI . Des échantillons d’ADN soit sauvage soit E318K ont été
inclus dans chaque expcrience de génotypage comme controles. Les ¢chantillons mutcs
gcnotypes ont ¢t¢ verifics par séquencage direct en utilisant le protocole et les amorces

c1-dessus dctailles pour 'exon 9 de MITF.

Plasmides

La construction pCDNA3-Mi1 de la forme M de MITF a ¢été décrite

précédemment (7). Les mutations de MITF, K182R et/ou E318K, ont &t¢ générées avec
la m¢thode QuickChange (Stratagene) en utilisant les amorces sens suivantes et leurs
complements antisens: Mi-K182R 5°-cttcccaacataagaagggagctcacage-3° (SEQ ID No
33); MI-E318K 5’-ggatcatcaagcaaaaaccagttcttgag-3" (SEQ ID No 34). La preésence de
mutations a ¢t¢ confirmee par sequengage.

His-SUMO1 et His-HA-SUMO?2 ¢taient des dons de M. A. Degjean et ont &té

décris dans ’article suivant (8).

Co-transfections et immunodétection

Des cellules HEK293 cultivées sur des plaques a 6 puits (10 cellules/puit) ont
cte transfectées avec les plasmides indiques (2 ng d’ADN total/puit) et du FuGENE 6™
(Roche Applied Science). 48 heures apres, les cellules ont ¢t¢ laveées avec du PBS puis
lysées a 95 °C dans 1xtampon de charge (41,6 mM Tris, pH 6,8, 1,5% SDS, 6,7%
glycérol) et portees a ¢bullition pendant 5 minutes supplémentaires.

Les protéines ont ¢t¢ scparées par clectrophorese dans un gel 10% SDS-
polyacrylamide et transférées sur des membranes PVDF. Les protéines ont ¢t¢ détectees
en utilisant 'ECL (Amersham) et des anticorps anti-MITF (Abcam), anti-HA tag
(Abcam), anti-SUMO1 (Santa Cruz Biotech) ou anti-ERK?2 (Santa Cruz Biotech).

Tests de mesures d’expression de rapporteurs

Des cellules humaines 501mel et de souris B16 ont été ensemencées dans des
plaques a 24 puits (25x10° cellules/puit) et, les jours suivants, les cellules ont été

transfectées de manicre transitoire en utilisant 0,3 pg de plasmide rapporteur (pHIF 1o et
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pMet), 0,05 ng de plasmides codant MIT ou de pCDNA2 vide, 2 ul de réactif
lipofectamine (Invitrogen) et 0,05 ug pCMV[PBGal pour controler la variabilité dans
I’efficacite de transfection. Les cellules ont ¢t¢ lysées et testées pour les activites
luciférase et P—galactosidase 48 heures aprés. Les transfections ont été répétées au

mo1ns trois fois.

Immunofluorescence

Les cellules HEK293 ont été ensemencées sur des lamelles de verre (100 x 10°
cellules) dans une plaque a 6 puits et transfectées avec 3 ug de plasmides MITF ou
pCDNAJ3 vide en utilisant 10 ul de lipofectamine. 48 h plus tard, les cellules ont ¢te
fixées pendant 10 min avec du paraformaldéhyde 4% dans du PBS, lavées avec du PBS
ct perméabilisées pendant 2 min avec du Triton X-100 0,1%/albumine sérique bovine
1% (BSA). Ensuite, les ¢chantillons ont ¢t laves une fois avec du PBS et traités avec
NH4Cl 50 mM pendant 2 min, puis laveés 3 fois dans du PBS, et color¢s pendant 1 h
avec un anticorps anti-MITF (Abcam) dans du BSA 1%/PBS. Les ¢chantillons ont alors
ct¢ laves 3 fois dans du PBS pendant 5 min et color¢ secondairement pendant 1 h avec
un anticorps de chevre anti-souris conjugue au Alexa-488 (Molecular Probes) dans BSA
1%. Les cellules ont été lavées une fois dans du PBS, subies une coloration de contraste
avec du 4,6-diamino-2-phénylindole (DAPI), lavées 3 fois dans du PBS, ¢t montées en
utilisant Fluromount-G (Southern Biotech, Birmingham AL). Les cellules ont ¢te
examinees avec un microscope Zeiss Axiophot ¢quipe avec une 1llumination
cpifluorescente.

Deétermination du contenu en meélanine

Approximativement 6 x 10° mélanocytes ont été culotés par centrifugation a
1000 g pendant 5 min et lavees deux fois avec un tampon phosphate. Une partic des
culots a ¢t¢ solubilis¢e dans NaOH 0,5 M pendant 1 h a 80°C et les densitcs optiques
ont ¢t¢ mesurces a 405 nm. L’autre partic a ¢te utilis¢e pour déterminer le contenu en
protéine par un test BCA'" (Pierce). Le contenu en mélanine a été¢ corrigé par la
concentration en protéines et exprime en pourcentage de cellules controles (100%).

Test de formation de colonies

Les cellules de m¢lanome humain A375 et de carcimome rénal humain RCC4
(80000 par puits) ont ¢te transfectées avec un total par puits de 3 ug d’ADN (MITF
sauvage ou E318K) incluant 10 % de pBABE-puro en utilisant Fugene (Roche). De la

puromycine (1 ug/ml) a ¢t¢ ajoutée au milieu 48 h apres transftection. 14 jours plus tard,
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les cellules ont ¢t¢ fixces, colorées avec du cristal violet 0,4% ct les plaques ont ¢te
photographic¢es. Les cellules ont ¢galement ¢te decolorées avec de 1’acide acetique 10 %
dans du PBS et |’absorbance a 610 nm, reflétant le nombre de cellules, a été mesurée.

Immunohistochimice

Apres déparaffinage des lames et avorr demasqué les antigenes a chaud dans une
solution d’Antigen Unmasking solution (Vector Laboratories), les coupes ont cte

permeabilisees (0,3% triton / PBS 15min) puis rincées rapidement avec du PBS. Apres

avolr bloque les peroxydases endogenes, les coupes ont €te saturces pendent 30min dans

une solution de PBS / BSA 1% / Sérum de chevre 5%. Puis elles ont été incubées toute

la nuit a 4°C avec le 1™ anticorps anti MITF clone C5 (dilution 1/10 ou 1/100) dans une

solution de PBS/BSA 1%. Apr¢es ringage dans du PBS, les coupes ont ¢t¢ incubées avec

le 2°™ anticorps biotinylé dans du PBS/BSA 1% 1h a température ambiante. Les coupes
ont ensuite ¢t¢ rincées dans du PBS puis incubees dans une solution Avide/biotine HRP
(Kit ABC Elite, Vector Laboratories). Apres ringage dans du PBS, les coupes ont ¢te
révelees en présence d’un substrat de peroxydase (kit VIP, Vector Laboratories). Les

lames ont finalement ¢t¢ montces au Mountex (Cell Path)
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REVENDICATIONS

1- M¢thode pour déterminer s1 un sujet a une predisposition a ou une susceptibilite de
développer un cancer choist parmi un mélanome cutan¢é malin, un cancer
neuroendocrinien, un sarcome, un ncuroblastome, une tumeur du systeme nerveux
(TSN), un lymphome, un cancer du poumon, un cancer du rein, un cancer du sein, un
cancer du pancréas, une tumeur pediatrique, un cancer du systeme hématopoictique, un
cancer du systeme digestif, une polyglobulic, ¢t des combmaisons de ceux-ci,
comprenant la détermination dans un échantillon biologique du sujet de la présence
d’'une mutation dans MITF (facteur de¢ transcription associ¢ a la microphtalmic)
diminuant ou abolissant la sumoylation de MITF, la présence de cette mutation
indiquant que le sujet a une prédisposition a ou une susceptibilité de développer un tel

CANncCcr.

2- M¢thode selon la revendication 1, dans laquelle la mutation dans MITF est une
substitution d’un résidu lysine et/ou d’un résidu acide glutamique d’un des sites de

sumoylation de MITF ou des deux sites.

3- M¢éthode selon la revendication 2, dans laquelle la mutation est la substitution d’un

r¢sidu s¢lectionn¢ dans le tableau ci-dessous par un quelconque des 19 autres acides

amines.
Isoforme SEQID No Reftranscrit Ref protéine 1¢r site de 2¢me site de
sumoylation sumoylation
ISOFORM 1 35 NM_198159 NP_937802 K289 E291 K417 E419
ISOFORM 2 36 NM_198177 NP_937820 K273 E275 K401 E403
ISOFORM 3 37 NM_006722 NP_006713 K288 E290 K416 E418
ISOFORM 4 38 NM_000248 NP_000239 K182 E184 K316 E318
ISOFORM § 39 NM_198158 NP_937801 K182 E184 K310 E312
SOFORM 6 40 NM_198178 NP_937821 K126 E128 K254 E256

4- M¢thode selon la revendication 3, dans laquelle la mutation est une substitution de

K316 ou E318 de I'1soforme 4 ou du résidu correspondant dans les autres 1soformes de

MITFE.
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5- M¢thode selon la revendication 4, dans laquelle la mutation est une substitution de
E318 de I'1soforme 4 ou du résidu correspondant dans les autres 1soformes de MITF, de

preférence par un residu Lysine.

6- Mcthode selon 1'une quelconque des revendications, dans laquelle la mutation est

détectée au niveau protéique ou nucléique.

7- Mcthode selon I'une quelconque des revendications, dans laquelle la mutation est
detectée indirectement par la mesure de la sumoylation de MITF, une diminution de la
sumoylation par rapport a la prot¢ine MITF sauvage indiquant la presence de la

mutation E318K.

8- Mcthode seclon la revendication 7, dans laquelle la mutation est détectée par la
détermination de la localisation cellulaire de MITF en immunohistochimie, une
localisation nuclcaire ¢tant 1ndicatif de la proteine MITF sauvage alors qu’une

localisation nucl¢aire et cytoplasmique c¢tant indicatif de la prot¢ine MITF mutce

E318K.

9- M¢thode selon I'une quelconque des revendications, dans laquelle le cancer est choisi
parmi la combinaison d’un me¢lanome cutan¢é malin et d’un cancer du rein, la
polyglobulie, et les lymphomes, de preférence d’'un mélanome cutané malin et d’un

cancer du rein.

10- M¢cthode pour s¢lectionner les patients pouvant bencficier d’un traitement preventit
du cancer ou d’une surveillance médicale pour détection précoce du cancer comprenant
la détermination de la susceptibilit¢ au cancer du patient par la méthode selon 'une
quelconque des revendications 1-9 et la s¢lection des sujets presentant la mutation

diminuant ou abolissant la sumoylation de MITF.

11- M¢éthode selon la revendication 10, dans laquelle le traitement préventif du cancer

comprend I’administration de composcs polyphénoliques.
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12- Composes polyphénoliques pour une utilisation dans le traitement préventit du
cancer chez des sujets présentant une mutation de MITF diminuant ou abolissant la

sumoylation de MITF.

13- M¢thode selon la revendication 11 ou composés selon la revendication 12, dans
lesquels les composes polyphénoliques sont des composcs polyphénoliques de

I’enveloppe du riz fermentée ou des polyphénols du the norr.
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