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Introduction bibliographique




I- L’ APOPTOSE

Le terme « apoptose » apparait en 1972 pour décrire un mode de mort cellulaire observé
dans de nombreux tissus et partageant des caractéristiques morphologiques communes,
distinctes de celles observées lors du processus de mort par nécrose. (Kerr et al, 1972)
L’apoptose désigne le processus physiologique régulé par lequel une cellule déclenche son
auto-destruction en réponse a un signal de mort. Cette mort cellulaire programmée est
essenticlle au développement et & I’homéostasie des organismes pluricellulaires en permettant
I’élimination des cellules anormales, endommagées ou surnuméraires. L’altération de ce
phénomene d’apoptose est une caractéristique commune des cellules tumorales, promouvant

ainsi leur survie et la résistance aux traitements. (Hanahan & Weinberg, 2000)

A) L’apoptose, un processus de mort cellulaire spécifique

Selon les recommandations du groupe d’expert Nomenclature Committee on Cell
Death, la classification des différentes modalités de mort cellulaire repose essentiellement sur
des critéres morphologiques. (Galluzzi ef al, 2007) Ainsi, la mort cellulaire par apoptose (mort
cellulaire de type 1) se caractérise par une pycnose nucléaire (condensation de la chromatine)
puis une karyorrhexie (fragmentation nucléaire). Il se forme ensuite les corps apoptotiques,
entourés de membranes plasmiques et contenant des organelles cytoplasmiques ou des
fragments nucléaires. Les corps apoptotiques sont ensuite phagocytés. (Kerr et al, 1972)
(Figure 1). L’apoptose se distingue des autres modes de mort cellulaire : I’autophagie, la
nécrose et la catastrophe mitotique (Tableau 1).

De mani¢re opposée a I’apoptose qui est un processus rapide, l'autophagie est un
processus lent, spatialement limité, au cours duquel les parties du cytoplasme sont séquestrées
dans des vacuoles a double membranes, puis digérées par les hydrolases lysosomales. La mort
cellulaire par autophagie (mort cellulaire de type 2) se définie par cette vacuolisation massive
du cytoplasme. (Levine & Yuan, 2005)

La nécrose (ou mort cellulaire de type 3) est généralement définie de fagon négative,
comme un type de mort cellulaire avec rupture de la membrane plasmique sans les
caractéristiques de l'apoptose (pycnose, karyorhexie, corps apoptotiques) et sans vacuolisation

massive autophagique. (Golstein & Kroemer, 2007) Les principales caractéristiques de la



nécrose comprennent un gain de volume cellulaire (oncose) qui entraine a terme la rupture de la

membrane plasmique.

Figure 1 : Caractéristiques morphologiques de la mort par apoptose

PARENCHYMAL CELLS

autolysis

lysosomal
digestion

residual  body

'HISTIOCYTE'

issu de Kerr et al, 1972

Légende: La figure illustre les caractéristiques morphologiques de 1’apoptose au niveau de cellule
parenchymateuses (parenchymal cells). Aprés une phase pycnose nucléaire (condensation de la chromatine) puis
de karyorrhexie (fragmentation nucléaire), la cellule se fragmente en corps apoptotiques (fragments cellulaires
entourés de membranes plasmiques et contenant des organelles cytoplasmiques ou nucléaires). Les corps

apoptotiques sont ensuite phagocytés.

Les cellules nécrotiques ont la capacité de promouvoir une réponse inflammation locale. La
nécrose a longtemps été opposée a 1’apoptose de par son caractére non programmé. Il est
maintenant démontré que la nécrose peut étre enclenchée par des voies moléculaires
déterminées. Cette mort par « nécrose programmeée » est nommeée nécroptose et est impliquée
dans de nombreux processus pathologiques: infactus du myocarde, pancréatite aigue,

athérosclérose etc (Linkermann & Green, 2014)



Tableau 1: Aspects morphologiques des différents modes de mort cellulaire

Mode de mort cellulaire

Caractéristiques Morphelogiques

Notes

Apoptose (type 1)

- Arrondissement de la cellule

- Réduction du volume cellulaire et
nucléaire (pycnose)

- Rétraction des pseudopodes

- Fragmentation nucléaire (karyorrhexie)

«Apoptose» est le terme initial
présenté par Kerr

et al. pour définir une mort
cellulaire avec caractéristiques
morphologiques spécifiques

- Modification des organites cytoplasmiques
- Bourgeonnement de la membrane plasmique

«Autophagie » définit la mort
cellulaire survenant
avec autophagie

- Absence de condensation de la chromatine
- Vacuolisation massive du cytoplasme

Autophagie (type 2)

«nécrose »  identifie, de
maniére négative, une mort
cellulaire ne remplissant pas

- Gonflement cytoplasmique
- Rupture de la membrane plasmique
- Gonflement des organites cytoplasmiques

Nécrose (ou onchose) (type 3)

- Condensation modérée de la chromatine les critéres d’apoptose ou

d’autophagie
Catastrophe mitotique - micronucléation La  catastrophe mitotique
- multinucléation désigne une mort cellulaire

faisant suite 4 un échec de
mitose

d’aprés Galluzzi et al, 2007

La catastrophe mitotique désigne la mort cellulaire survenant pendant, ou peu de temps
apres une mitose échouée. (Castedo er al, 2004) Ce processus s’accompagne de micro-
nucléation et multi-nucléation qui se produisent avant la mort de la cellule. La catastrophe
mitotique est la conséquence d’anomalies de points de contrdle du cycle cellulaire ou de

dommages cellulaires.

B) Les caspases : effecteur de la mort par apoptose

Quelque soit le mode d’activation du programme apoptotique, la conséquence commune
est I’activation des caspases, véritable effecteur de la mort cellulaire. (Degterev et al, 2003) Les
caspases sont des endoprotéases appartenant a la famille des cystéines protéases. Elles ont pour
caractéristique commune et spécifique ’aptitude de pouvoir cliver leur substrat aprés un résidu
aspartate. Chez 1’humain elles sont au nombre de 11: caspases 1 a 10 et caspase 14. Les
caspases

Les caspases sont synthétisées sous forme de pro-formes inactives, constituées d’un
pro-domaine et de deux sous-unités, p17 et p21. L’activation des caspases est médiée par une

série de clivages séparant les deux sous-unités ainsi que la grande sous-unité et le pro-domaine.




La forme active de ’enzyme correspond 4 un tétramére constitué de 1’association de deux
petites et de deux grandes sous-unités.

D’un point de vue fonctionnel, on distingue les caspases initiatrices (caspase 2, 8, 9, 10
et 12) et les caspases effectrices (caspase 3, 6 et 7). A noter que les caspases 1, 5 et 11
constituent un sous-groupe de caspases initiatrices impliquées dans I’inflammation. (Mcllwain
et al, 2013) (Figure 2) Les caspases initiatrices sont caractérisées par la présence au sein du
pro-domaine des motifs d’interactions protéine-protéine DED (Death Effector Domain) ou
CARD (Caspase Activation and Recruiting Domain). Ces motifs permettent le recrutement des
caspases initiatrices au sein de complexes multi-protéiques induisant leur activation. Les
caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) sont activées principalement par les caspases
initiatrices. Elles ont un pro-domaine plus court que les caspases initiatrices et ne possédent pas
de domaine de recrutement. Les caspases effectrices peuvent également activer des caspases en

amont grice a une boucle d’amplification.

Figure 2: Structure des caspases
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d’aprés Mcllwain, 2013

La caspase 3 représente la caspase située le plus en aval de cette cascade d’activation et
représente un point de non retour dans le processus apoptotique. Les caspases effectrices
orchestrent la destruction des diverses structures cellulaires par clivage de substrats spécifiques.

Par exemple, la fragmentation nucléaire caractéristique de 1’apoptose est médiée par le clivage



&’ ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse), I’inhibiteur de 1’endonucléase CAD qui clive

I’ADN en fragments oligomériques caractéristiques. (Nagata, 2000)

C) Les voies d’activation de I’apoptose

La cascade d’activation des caspase conduisant a la mort cellulaire peut étre engagée
par deux principales voies : la voie extrinséque et la voie mitochondriale de I’apoptose. La

figure 3 schématise ces deux principales voies de ’apoptose. (Fulda & Vucic, 2012)

Figure 3: Schéma général de 1'apoptose

TRAIL/FASL INF

et
DR5/FAS [ TNFR1 Extrinsic pathway

£ > il — | p * — — Apoptosis
_ e VY t Active Caspase 3 and/ Active caspase 3
By i caspase 9 or caspase 7 and/or caspasc 7
@ L] \:

Cytochrome ¢ /\po;;t'nsome

d’apres Fulda & Vucic, 2012

Légende : La voie intrinséque de I’apoptose est engagée par différents signaux de morts (i.e
chimiothérapie, irradiation, baisse de facteur de croissance) qui activent les protéines BH3 only pro-apoptotiques,
activant a leur tour BAX et BAK. La polymérisation de ces derniers va induire la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe et donc la libération du cytochrome ¢, induisant 1’activation des caspases et la mort
cellulaire par apoptose. Les protéines anti-apoptotiques dont Bcl-2, Bel-X. et Mcl-1 inhibe la voie intrinséque. La
voie extrinséque est engagée par l’activation des récepteurs de mort (DR5, TNFR1) par leur ligand. Cette
activation induit le recrutement de complexes protéiques (FADD, TRADD) activant la caspase 8 puis les caspases
effectrices 3 et 7. Le clivage de BID en t-BID peut également activer la voie intrinséque. Les protéines inhibant

I’apoptotose (IAP) (telles XIAP, c-IAP) inhibent I’apoptose principalement via la voie extrinséque.



1) La voie extrinséque

La voie extrinséque de I’apoptose désigne le déclenchement du programme apoptotique
par I’activation des récepteurs de morts. Les récepteurs de mort appartiennent a la super-famille
des récepteurs du Tumor Necrosis Factor (TNF), qui comprend plus de 20 membres impliqués
dans des fonctions cellulaires diverses : régulation de la mort cellulaire, de I’immunité et de la
différenciation. (Ashkenazi, 2002)

Cette famille est divisée en trois sous-groupes en fonction de la structure de leur partie
cytoplasmique et des voies de signalisation induites. (Dempsey et al, 2003) Seuls les récepteurs
du premier groupe sont capable d’induire un signal de mort, et possédent un domaine
cytoplasmique appelé Death Domain, impliqué dans la transmission du signal de mort de la
membrane de la cellule aux voies de signalisations intracellulaires. Les récepteurs de morts les
mieux caractérisés sont le CD95 (APO-1/Fas), le TNF receptor-1 (TNFR1), TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand Receptor 1 (TRAIL-R1) et TRAIL-R2. Ces différents récepteurs
sont respectivement activés par leur interaction avec les ligands suivants : CD95L, TNF-a et
lymphotoxine-a, TRAIL.

La voie CD95/CD95L est principalement impliquée dans la régulation de I’apoptose des
cellules du systéme immunitaire. (Krammer, 2000) CD95L est produit par les lymphocytes T
activés et induit ainsi de maniére autocrine ou paracrine le suicide cellulaire. L expression
aberrante de CD95L par les cellules tumorales a été impliquée dans le mécanisme
d’échappement immunitaire des cancers. (Krammer, 2000)

La fixation des ligands sur leurs récepteurs respectifs induit la polymérisation des
récepteurs de mort et le regroupement de leur Death Domain. Cette étape induit le recrutement
de molécules adaptatrices, Fas-associated Death Domain (FADD) ou TNF-associated Death
Domain (TRADD) qui recrutent a son tour la caspase 8, permettant la formation du complexe
Death Inducing Signaling Complexe (DISC). (Kischkel er al, 1995) Ce complexe induit
I’oligomeérisation et ’activation par auto-clivage de la caspase 8, qui va a son tour activer les
caspases effectrices 3 et 7. Cependant, la caspase 8 peut également activer la voie
mitochondriale de I’apoptose en clivant la molécule Bid, membre pro-apoptotique de la famille

Bcl-2. (Danial & Korsmeyer, 2004)



2) La voie mitochondriale

La voie mitochondriale de I’apoptose est engagée a la suite de signaux de morts :
dommages a I’ADN, privation en facteurs de croissance, activation d’oncogene, dérégulation
du cycle cellulaire, de certaines voies de signalisation efc. L’engagement dans cette voie de
I’apoptose est gouverné par les interactions entre les membres de la famille Bel-2, qui seront
décrites dans la partie II de la thése. Le point de non retour du déclenchement de ’apoptose via
la voie mitochondriale est la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (MME).
(Green & Kroemer, 2004) Cette perméabilisation requiert 1’activation et la polymérisation de
BAX et BAK, deux membres de la famille Bcl-2 indispensables & cette étape décisive de
'induction d’apoptose. (Wei et al, 2001) Ainsi, en réponse & un dommage ou i un stress
cellulaire, les protéines BAX et BAK sont activées. Elles subissent une modification
conformationnelle, constituent des homo-oligoméres et forment de pores au sein de la MME.
(Westphal et al, 2011) Cette perméabilisation entraine le relargage de médiateurs pro-
apoptotiques tels le cytochrome ¢, Smac (appelé également DIABLO), Apoptosis Inducing
Factor (AIF), endonuclease G. (Saelens et al, 2004) Une fois libéré dans le cytoplasme, le
cytochrome c se lie 4 la molécule Apaf-1, une molécule possédant un domaine CARD (Zou et
al, 1997). Ce complexe permet le recrutement et I’activation de la caspase 9, constituant ainsi
Papoptosome, structure multi-protéique induisant a son tour I’activation des caspases

effectrices de ’apoptose. (Riedl & Salvesen, 2007)

D) Les inhibiteurs de I’apoptose

L’apoptose, processus fondamental déterminant la survie cellulaire, est soumis 3 une
régulation complexe. Trois groupes de protéines sont impliqués dans la régulation négative de
I’apoptose : (i) les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (décrites dans la partie II de
la thése), (ii) les protéines inhibitrices de I’apoptoses (IAP), (iii) les protéines c-FLIP (cellular
FADD-like interleukin-1 converting enzyme (FLICE) inhibitory proteins).



1) Les protéines inhibitrices de ’apoptoses (IAP)

Les protéines inhibitrices de I’apoptoses (inhibitors of apoptosis proteins, IAP) sont les
membres d’une famille hétérogéne de protéines partageant un élément structural commun, le
baculoviral IAP Repeat (BIR) domain. (Fulda, 2014) Huit IAP sont décrites chez ’humain
(Figure 3) : Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein (NIAP), , cellular IAP1 (cIAP1), cIAP2, X-
linked IAP (XIAP), IAP like protein 2 (ILP2), melanoma IAP (MLIAP), survivin and appolon

(Figure 4).

Figure 4: Structure des IAP
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Les domaines BIR sont nécessaires aux interactions protéines — protéines médiant
Ieffet inhibiteur des caspases-des IAP. Certaines IAP possédent un domaine carboxy-terminal
RING (Really Interesting New Gene) leur conférant une activité E3 ubiquitin ligase médiant la
dégradation protéasomale de nombreux substrats, incluant les caspases. Enfin, cIAP1 et cIAP2
possédent un domaine CARD (CAspase Recruitment Domain), permettant I’auto/hétéro-

dimerisation avec d’autres protéines possédants un domaine CARD. (Fulda, 2014)

XIAP est considéré comme I’IAP le plus puissant en raison de sa capacité a inhiber
simultanément les caspases 9, 3 et 7. (Eckelman et al, 2006) De plus, grice a son domaine a
activité E3 ubiquitin-ligase, XIAP induit la dégradation par le protéasome de molécules pro-
apoptotiques, dont Smac et les caspases. (Vucic et al, 2011)

Le rble anti-apoptotique des protéines cIAP1 et cIAP2 s’exerce principalement sur la

voie extrinséque de I’apoptose, via 1’ubiquitinisation de RIP-1, enzyme clé & I’interface de



I'apoptose, de la nécroptose et de la voie NFx-B. (Ofengeim & Yuan, 2013; Newton et al,
2014)

2) Les protéines c-FLIP

Le géne c-FLIP (cellular FADD-like interleukin-1 converting enzyme (FLICE)
inhibitory proteins) se situe sur le chromosome 2. 11 est traduit, par épissage alternatif, en deux
principales protéines : c-FLIPs et c-FLIP.. (Krueger ef al, 2001) La protéine c-FLIP, contient
un domaine caspase-like et deux domaines DED, tandis que c-FLIPs ne contient que les deux
domaines DED.

L’effet anti-apoptotique de c-FLIPs est lié 4 une inhibition de la formation du complexe
DISC ainsi qu’une inhibition directe de la caspase 8. Le rdle de c-FLIP; dépend de son niveau
d’expression : anti-apoptotique par inhibition de la caspase 8 si forte expression, pro-

apoptotique a faible expression par activation de la caspase 8. (Krueger et al, 2001)

II- LES PROTEINES DE LA FAMILLE BCL-2 :

Le gene BCL2 (B Cell Lymphoma 2) a initialement été cloné a partir du point de
cassure de la translocation t(14 ;18), anomalie chromosomique caractéristique du lymphome
folliculaire, un lymphome a cellules B de bas grade de malignité. (Tsujimoto ef al, 1984;
Bakhshi ez al, 1985) Il a été démontré que ’expression de BCL2 inhibait la mort cellulaire.
(McDonnell ef al, 1989) Le role oncogénique de BCL2 a également été¢ démontré, par son
aptitude a induire, aprés une phase d’hyperplasie lymphoide, un lymphome dans un modele de
souris transgénique. (McDonnell ez al, 1989; McDonnell & Korsmeyer, 1991) Alors que les
oncogenes précédemment décrits avaient pour caractéristique de favoriser la prolifération
cellulaire, la découverte de BCL2 a fondé une nouvelle famille de géne inhibant la mort
cellulaire par apoptose. Au cours des années ayant suivi la découverte de BCL2, plusieurs
protéines partageant une analogie structurelle et 1’aptitude de réguler ’apoptose ont été

identifiées et constituant les protéines de la famille Bcl-2.
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A) Classification structurelle et fonctionnelle des protéines de la

famille Bc¢l-2

1) Classification structurelle

Les protéines de la famille Bcl-2 partagent une homologie de structure avec la présence
de domaines BH (Bcl-2 Homology domain). Les différents membres de la famille Bcl-2 sont
caractérisées par la présence d’au moins un domaine BH3, motif d’acides aminés conservé

définit par la séquence LxxxGD. (Youle & Strasser, 2008)

Figure 5: Structure des protéines de la famille Bel-2

Protéines anti-apoptotiques 2 plusieurs domaines BH:

ol o2 03 a4 ab b o
—1 — i 1 1 1mMm
i ! : . BCL-2, BCL-X,, MCL-1
[ TBr4] TBH:S[ [BH1] IBH21I [T™ ] BCL.w, BFL.1
Receptor domain
Protéines pro-apoptotiques a plusieurs domaines BH:
al a2 a3 o4 o5 obf a7aB o9
1 A A s o 1 o O o
‘ [BH3]  [BH1] lBHZ TTMT ] BAX, BAK, BOK
Protéines pro-apoptotiques a un seul domaine B (ou BH3 only):
al a2 a3 a4 o5 ab a7 a8
—r 111 irr
[ [BH3] | BID
C BHa_[tm]] BIM, BIK, BMF, PUMA
: BAD, HRK, NOXA
Ligand
domain

d’apres (Cory & Adams, 2002)

Ainsi, on distingue trois groupes de protéines de la famille Bcl-2 (Figure 5):
- les protéines anti-apoptotiques a quatre domaines BH : Bcl-2, Bel-Xp, Mcl-1, Bel-w et Bfl-1.
Les domaines BH1, BH2 et BH3 forment une poche hydrophobe qui est responsable de la
fonction anti-apoptotique.
- les protéines pro-apoptotiques a plusieurs domaines BH: Bax, Bak et Bok.

- les protéines a un seul domaine BH3 (ou BH3 only) : Bim, Bid, Bik, Bmf, Puma, Bad, Hrk,

Noxa.
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2) Classification fonctionnelle

D’un point de vue fonctionnel, on distingue les protéines a plusieurs domaines BH anti-
apoptotiques, les protéines & plusieurs domaines BH pro-apoptotiques et les protéines BH3

only, soit activatrices, soit sensibilisatrices de I’apoptose. (Figure 6) (Letai, 2008)

La réponse initiale aux signaux de morts activant la voie mitochondriale de 1’apoptose
est Dactivation des protéines BH3 only. Cette activation fait intervenir des modifications
transcriptionnelles et post-traductionelles (modification de conformation). (Puthalakath &
Strasser, 2002) Les protéines BH3 only Bim et Bid sont appelés activateurs et ont la capacité
d’activer directement BAX et BAK. Les protéines a plusieurs domaines BH Bax et Bak sont les
effecteurs de 1’apoptose et donc pro-apoptotiques : leur activation par les BH3 only activateurs
conduit a la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, point de non retour de
I’apoptose. Les protéines a 4 domaines BH ont un rdle anti-apoptotique en séquestrant, au sein
de la fente hydrophobe crée par les domaines BH, les protéines Bax et Bak et les BH3 only
activateurs. Certaines protéines BH3 only sont appelées sensibilisatrices et n’ont pas la capacité
d’activer directement Bax ou Bak. (Letai et al, 2002) Cependant, elles se lient avec affinité aux
protéines anti-apoptotiques au sein du domaine hydrophobique constituée par les domaines BH.
Ainsi, elles antagonisent I’action des protéines anti-apoptotiques en libérant, par liaison

compétitive, les protéines BH3 only activatrices.

B) Les protéines pro-apoptotiques a plusieurs domaines Bax et

Bak

Les protéines pro-apoptotiques Bax (BCL-2-associated X protein) et Bak (BCL-2
antagonist/killer 1) sont essentielles a 1’induction d’apoptose via la voie mitochondriale. (Wei
et al, 2001) Si I’expression de Bax et Bak est ubiquitaire, ’expression de Bok (BCL-2-related
ovarian Killer) est restreinte aux tissus reproducteurs. (Hsu et al, 1997)

Les genes codant pour Bax et Bak sont respectivement localisés sur le chromosome 19
(19q13) et 6 (6921). Les protéines Bax et Bak sont des protéines de respectivement 21kDa et
23 kDa, comprenant 9 structures en hélice a formant les domaines BH1, BH2 et BH3. Leur
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structure tridimensionnelle leur confére une forme globulaire proche de celle des membres anti-
apoptotiques. (Suzuki et al, 2000; Westphal et al, 2011) (Figure 7). L’hélice a 9 constitue le
domaine trans-membranaire (TM) et, chez Bax, est piégée dans la fente hydrophobique ce qui

explique sa situation principalement cytosolique.

Figure 6: Fonction des protéines de la famille Bel-2
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Légende : Les protéines BH3 only activatrices (boite bleue) activent directement les protéines pro-apoptotiques a
plusieurs domaines BAX et BAK (boite violette). L’activation de ces derniéres crée des pores dans la MME et
libére ainsi le cytochrome ¢, qui active les caspases et déclenche la mort cellulaire. Les protéines anti-apoptotiques
a plusieurs domaines (boite orange) inhibent 1’apoptose en séquestrant les BH3 only activatrices et ainsi que BAX
et BAK. Les protéines BH3 only sensibilisatrices (boite rouge) restaurent I’apoptose en inhibant la séquestration
des protéines pro-apoptotiques par les protéines anti-apoptotiques. La protéine BH3 only Puma (vert) a été

rapportée a la fois activatrice et sensibilisatrice.
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Figure 7: Structure de Bax et Bak
A. Bak B. Bax C. Mcl-1:BimBH3

groove
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issu de Westphal et al, 2011

En situation normale, Bax est localisée dans le cytoplasme et maintenue sous forme
inactive par liaison & des protéines chaperonnes, Ku70 et 14-3-3. En condition de stress
apoptotique, Bax est libérée de ces chaperonnes par acétylation de Ku70 et phosphorylation de
14-3-3. (Cohen et al, 2004; Tsuruta et al, 2004). Bak est localisée a la membrane
mitochondriale externe via, son hélice o 9 trans-membranaire, ou elle est maintenue sous forme
inactive par une interaction avec VDAC2 (Cheng et al, 2003) ou avec des membres anti-
apoptotiques tels que Bcl-Xy, ou Mcl-1. (Danial, 2007)

C’est la rupture de ces complexes par les protéines BH3 only activatrices Bim et Bid qui
induit la libération et I’activation de Bax et Bak. Il a récemment été montré que Bim active
préférentiellement Bax tandis que Bif active préférentiellement avec Bak. (Sarosiek ez al, 2013)
Une voie d’activation alternative de Bax et Bak, indépendante des BH3 only activatrices, est
également décrite. Ainsi, il a été montré que p53 peut induire 1’apoptose par activation directe
de Bax. (Chipuk ez al, 2004) Il a également été montré sur des lignées cellulaires que la
chaleur pouvait également activer directement Bax et Bak. (Pagliari ef al, 2005)

L’activation de Bax et Bak induit leur changement de conformation et leur homo-
oligomérisation, détaillée en Figure 8. L’exposition des hélices al et a9 permet la translocation
de ces protéines a la mitochondrie. La formation du complexe avec les BH3 only activatrices
entraine I’oligomeérisation et 1’insertion des hélices a5 et a6 dans la MME permettant ainsi la

formation de pores. (Westphal et al, 2011)
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Figure 8: Activation et oligomérisation de BAX
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Légende : L’activation de Bax induit un changement conformationnel avec exposition des hélices al et a9
permettant la translocation 4 la mitochondrie. Aprés translocation 4 la MME, I’activation de Bax induit son homo-
oligomérisation. La formation du complexe avec les BH3 only activatrices entraine 1’oligomérisation et I’insertion

des hélices a5 et a6 dans la MME permettant ainsi la formation de pores et la libération du cytochrome c.

Ainsi, I’activation de Bax et Bak perméabilise la membrane externe mitochondriale
conduisant a la libération dans le cytoplasme de molécules déclenchant ’activation des
caspases (cytochrome ¢, SMAC, endonuclease G, efc) présentes initialement dans 1’espace

inter-membranaire mitochondrial.

C) Les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2

Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Mcl-1, Bcl-X;, Bcl-w et Bfl-1 régulent
négativement la voie mitochondriale de ’apoptose via deux mécanismes principaux : (a) la
liaison et la séquestration des BH3-only activatrices, empéchant ainsi 1’activation par ces

derniéres de Bax et Bak ; (b) I’inhibition directe de Bax et Bak par interactions directes de ces
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protéines avec les protéines anti-apoptotiques. (Certo et al, 2006; Cheng et al, 1996, 2001;
Letai et al, 2002; Letai, 2008)

1) Structure des protéines anti-apoptotiques

Les protéines anti-apoptotiques sont caractérisées par une structure tridimensionnelle
similaire. En effet, les protéines anti-apoptotiques présentent une structure globulaire composée
de 9 hélices o formant les domaines TM et BH (BH1 a BH4) (Figure 9). Les domaines BHI1,
BH2 et BH3 interagissent entre eux pour former une poche hydrophobe a la surface de la
protéine. Cette structure confére 4 la protéine son rdle anti-apoptotique en séquestrant en son
sein les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. Les données de résonance magnétique
nucléaire (RMN) ont montré que les structures tridimensionnelles de Bcl-2, Bel-Xg, et Bel-w
sont trés proches. (Petros et al, 2001; Denisov et al, 2003) Le domaine BH4 est absent de
certaines protéines anti-apoptotiques, dont Mcl-1. Ce domaine, localisé dans la partie N-
terminale des protéines anti-apoptotiques, est impliqué dans I’activité anti-apoptotique.
(Aouacheria et al, 2005) En effet, la suppression du domaine BH4 inactive les protéines Bcl-2
et de Bel-Xy. (Huang et al, 1998) De plus, il a été montré que le clivage du domaine BH4 peut

convertir Bcl-2 en une protéine pro-apoptotique. (Cheng et al, 1997)

Figure 9: Structure des protéines anti-apoptotiques
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2) Bel-2

Bcl-2 est le membre fondateur de la famille Bcl-2. Son geéne est localisé en 18q21 et a
été découvert en 1984 comme étant le partenaire impliqué dans la translocation t(14;18),
anomalie cytogénétique caractéristique du lymphome folliculaire. (Tsujimoto et al, 1984;
Bakhshi ez al, 1985) La protéine Bcl-2 joue un role majeur dans le contrdle de deux processus
cellulaires majeurs : la survie cellulaire et la prolifération. (Vaux et al, 1988; Bonnefoy-Berard

et al, 2004) L’importance capitale de ces fonctions implique une régulation trés controlée.

a) Role de Bcl-2 dans la survie cellulaire.

La fonction anti-apoptotique de Bcl-2 s’exerce principalement au niveau de la
membrane mitochondriale externe, par ses interactions avec les membres pro-apoptotiques de
la famille Bcl-2. En effet, la poche hydrophobique de Bcl-2 inhibe, en les séquestrant via leur
domaine BH3, les protéines pro-apoptotiques Bax, Bak et les BH3 only activatrices Bim et Bid
(Yin et al, 1994; Letai et al, 2002).

Le r6le anti-apoptotique de Bcl-2 s’exerce également en dehors de la mitochondrie.
Ainsi, Bcl-2 peut également inhiber ’apoptose en aval de la mitochondrie par I’inhibition
directe des caspases. (Swanton et al, 1999; Lin et al, 2005) Bien que Bcl-2 soit principalement
localisée au niveau de la membrane mitochondriale externe, Bcl-2 est également retrouvée au
niveau du réticulum endoplasmique (RE), ou elle régule le flux du calcium du RE vers le
cytosol. (Palmer ez al, 2004) 11 a été montré que Bcl-2 se lie avec la pompe a calcium SERCA
(Sarcoplasmic./Endoplasmic Reticulum CAlcium ATP ase) et I'inactive. (Dremina e al, 2004)
Bcl-2 induit également une fuite de Ca du RE vers le cytosol en régulant le récepteur de
I'inositol triphosphate (IP3R). (Pinton & Rizzuto, 2006) Ainsi, plusieurs groupes ont montré
que Bcl-2 promouvait la survie cellulaire en diminuant les signaux de stress du RE via la
diminution du pool calcique au sein du RE. (Oakes et al, 2006)

Enfin, Bcl-2, est un élément clé d’un autre processus de mort cellulaire, 1’autophagie.
Ainsi, il a été montré que Bcl-2 interagit avec la protéine Beclin-1 et inhibe 1’autophagie.
(Pattingre et al, 2005) Ce processus semble faire intervenir essentiellement la fraction de BCL-
2 localisée au RE, et est favorisé par la protéine NAF-1 (Nutrient deprivation Autophagy
Factor 1). (Pattingre et al, 2005; Chang et al, 2010)

Les roles de Bcl-2 dans la survie cellulaire sont résumés dans la figure 10.
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Figure 10: Roles de Bcl-2 dans la survie cellulaire
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Sarcoplasmic./Endoplasmic Reticulum CAlcium ATP ase ; CA : calcium ; RE : reticulum endoplasmique.

b) Roéle de Bcel-2 dans le cycle cellulaire

En addition de son rdle clé dans la survie cellulaire, Bcl-2 est également impliqué dans
la prolifération cellulaire. (Bonnefoy-Berard ef al, 2004) Il a été démontré dan un modéle de
souris Bcl-2 transgénique que la renouvellement des thymocytes était ralenti, et que les cellules
B et T exprimant le transgéne BCL-2 entrait plus lentement dans le cycle cellulaire que les
lymphocytes contrdles. (Linette et al, 1996; Mazel ef al, 1996; O’Reilly et al, 1997, 1996) De
maniére inverse, les lymphocytes T ou B Bcl-2 déficients progressent plus rapidement dans le
cycle cellulaire. (Linette et al, 1996) Bien que BCL-2 retarde la progression du cycle cellulaire,
Bcel-2 n’affecte pas la croissance des lignées cellulaires ou des cellules primaires en culture.
Parmi les mécanismes impliqués, il a été montré que la surexpression de Bcl-2 induisait
l'augmentation de p130 et p27, deux inhibiteurs du cycle cellulaire. (Vairo et al, 2000)
L’accumulation de p130 induit I’inhibition d’E2F4 qui ne peut alors plus jouer son role de
facteur de transcription des génes impliqués dans la fin de la phase GO et dans le point de
contrle de la phase G1, ce qui induit I’arrét du cycle cellulaire. P27 inhibe le complexe cycline
E/CDK2 qui permet le passage du point de restriction de la phase G1. Ainsi, I’accumulation de
p27, au travers ’augmentation de son expression et la diminution de sa dégradation, induit

I’arrét du cycle cellulaire en phase G1.
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Le r6le de Bcl-2 dans la régulation du cycle cellulaire est régulé par des modifications
post traductionnelles. Ainsi, il a été montré qu’en réponse & certains agents, I’enzyme cyclin
dependent kinase (CDK) 1 phosphoryle BCL-2 au niveau d’une thréonine en position 56, ce
qui induit ’accumulation des cellules en phase G2/M et le retard du passage de la phase M 4 la
phase GO/G1. (Furukawa e al, 2000) Cette phosphorylation n’affecte pas D’action anti-
apoptotique de Bcl-2. Les réles de Bcl-2 dans la régulation du cycle cellulaire sont résumés

dans la figure 11.

Figure 11: Roles de Bcl-2 dans le cycle cellulaire
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c) Régulation de Bcl-2

La régulation de D’expression et de la fonction de BCL-2 a lieu au niveau 1)
transcriptionnel, (ii) post-transcriptionnel, (iii) post-traductionnel et (iv) par le systéme

ubiquitine/protéasome. Ces mécanismes sont résumés dans la figure 12.

(i) Régulation transcriptionnelle. Le géne codant pour Bcl-2 est composé de trois
exons (dont un non traduit) et deux introns. Deux régions promotrices sont décrites, P1 et P2.
P2 est localisée au niveau de I’exon II et contient une CAAT et une TATA box, tandis que P1
est localisée au niveau de ’exon 1, au niveau d’une zone riche en paires GC. (Seto et al, 1988)
P1 posséde un site de liaison de Piel qui régule négativement la transcription de Bcl-2 et qui a
¢té rapportée comme €tant important dans la sélection des cellules pré-B. (Bigelow ef al, 2004)

Plusieurs facteurs de transcriptions ont été identifiés comme induisant la transcription de BCL-
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2 : Brn3a dans les cellules neuronales, WT1, Aiolos dans les cellules T, HIV tat, Glil et Pax$.
(Bigelow et al, 2004) La transcription du géne de Bcl-2 peut étre induite par différentes
cytokines : I'IL-7, I'IL-15, I'IGF-1 et le VEGF. (von Freeden-Jeffry et al, 1997; Kurowska et
al, 2002; Beierle et al, 2002a, 2002b)

(ii) Régulation post-transcriptionnelle. La régulation post-transcriptionnelle de Bcl-2
est médiée par les micro-ARN (miRNA), fragments d’ARN courts, en épingle a cheveu, jouant
un rble majeur dans I’expression de nombreux génes, dont des génes impliqués dans
’apoptose ou la prolifération. L’ARN messager de Bcl-2 a été démontré comme étant la cible
des miRNA miR-15a et miR-16-1. (Cimmino et al, 2005) Il est montré dans cette étude que
’expression de BCL-2 au niveau des cellules de LLC est corrélée a I’expression des miRNA
miR-15a et miR-16-1. De plus, la surexpression de ces miRNA par une lignée cellulaire de
leucémie réduit significativement I’expression de Bcl-2. Il a également été montré que le
microenvironnement tumoral pouvait induire ’expression des miR-125b et miR-155 par des
cellules leucémiques B, et réprimer ainsi I’expression Bcl-2. (Willimott & Wagner, 2012)
Enfin, il a récemment été montré qu’en réponse & des dommages & I’ADN, p53 induisait
’expression d’un autre miRNA ciblant BCL-2 : miR-1915. (Nakazawa ef al, 2014)

(ii1) Régulation post-traductionnelle. Certaines modifications post-traductionnelles de
Bcel-2 peuvent modifier sa fonction. Les deux principales modifications décrites sont la
phosphorylation et le clivage de Bcl-2. Plusieurs protéines, parmi lesquelles CASP3 et
CASPN2, ont la capacité de cliver Bcl-2 au niveau de résidus proche de 1’extrémité N
terminale. Ce clivage entraine un effet pro-apoptotique : soit par la diminution de la quantité de
Bcl-2, soit par une action pro-apoptotique directe du fragment clivé de Bcl-2, agissant tel une
molécule BH3 activatrice. (Cheng et al, 1997; Gil-Parrado et al, 2002) La phosphorylation est
un mécanisme de modification protéique rapide et réversible, induisant des conséquences
fonctionnelles majeures telle la localisation cellulaire, la structure tri-dimensionnelle, la
stabilité, les interactions protéines-protéines etc. La phosphorylation de Bcl-2 favorise la survie
cellulaire tandis que la déphosphorylation favorise 1’apoptose. (Deng ef al, 2004; Willimott &
Wagner, 2010) La régulation de ce processus de phospho-déphosphorylation est intimement
liée au cycle cellulaire. En position Ser70 (soit au niveau de la FLD (Flexible Loop Domain)
située entre les domaines BH3 et BH4), la phosphorylation de Bcl-2 stabilise 1’interaction Bcl-
2/Bax, inhibe la dégradation de Bcl-2 et bloque la liaison & p53. (Deng et al, 2000; Dimmeler ez
al, 1999) Les protéines kinases impliquées dans cette phosphorylation de Bcl-2 sont la MAPK
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(Mitogen Activated Protein Kinase), ERK 1/2 (Extracellular-signal-Regulated Kinase), JNK-1
(c-Jun N-terminal protein Kinase) et PKC (Protein Kinase C). (Deng et al, 2000, 2001; Ruvolo
et al, 1998) Enfin, il a été montré que lorsque les cellules sont en phase de transition G2/M,
Bcl-2 est physiologiquement phosphorylé en positions Thr69, Ser70 et Ser87, et ceci sous le
contrdle de la voie ASK1-JNK. (Yamamoto ef al, 1999) Ce processus de phosphorylation est
¢galement présent lors de traitement bloquant les cellules en G2/M, tel le placlitaxel. A ce
niveau, la phosphorylation de Bcl-2 altére sa fonction anti-apoptotique. L hypothése avancée
est que cette diminution du seuil apoptotique favorise I’élimination des cellules présentant des

aberrations de ségrégation chromosomique. (Yamamoto ez al, 1999)

(iv) Régulation par le systéme ubiquitine-protéasome. Le peptide ubiquitine (Ub)
agit tel un marqueur dirigeant les protéines vers la dégradation par le protéasome. (Hershko &
Ciechanover, 1998) Le procédé d’ubiquitylation des protéines fait intervenir les enzymes Ub-
activating (E1), Ub-conjugating (E2) et Ub-ligating (E3). Les enzymes E3 sont classées en 2
familles : les enzymes E3 avec domaine HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl
Terminus), et les enzymes E3 avec domaine RING (Really Interesting New Gene). Ce
phénomene est équilibré par un phénoméne inverse de déubiquitylation (Neutzner et al, 2012)
Ces mécanismes de dégradation Ub-dépendante intéresse de nombreuses protéines de la famille
Bel-2, dont Bcel-2 elle-méme. Ainsi, il a été montré que le complexe INrf2 :Cul3-
Rbx1 conduisait & 1'ubiquitylation et & la dégradation de Bel-2. (Niture & Jaiswal, 2011) De
manicére intéressante, la phosphorylation de Bcl-2 est impliquée dans sa dégradation. Ainsi, la
phosphorylation en position Ser70 empéche I’interaction entre INrf2 et Bel-2. (Niture &
Jaiswal, 2011) Enfin, il a été rapporté que la S-Nitrosylation sur les résidus cystéines 158 et

229 inhibe la dégradation de Bcl-2 par le protéasome. (Azad et al, 2006)
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Figure 12: Mécanismes de la régulation de Bcl-2
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3) Mcl-1

a) Structure, expression et fonctions de MCL-1

Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia I) est une protéine anti-apoptotique a plusieurs
domaines BH de la famille Bcl-2. 1l s’agit du deuxiéme membre de cette famille identifié aprés
Bcl-2. (Kozopas et al, 1993) Le géne Mcl-1 est localisé chez I’homme sur le chromosome 1. La
protéine Mcl-1 différe des autres membres anti-apoptotique par une taille plus importante (350
résidus, versus 239 pour Bcl-2) et par I’existence de trois domaines BH (Bcl-2 et Bel-X; en
possedent 4). (Thomas ez al, 2010) Au niveau de cellules non tumorales, la demi-vie de la
protéine Mcl-1 est trés courte, inférieure & 3 heures. (Yoon et al, 2002) L’analyse de la
structure tridimensionnelle de Mcl-1 démontre une structure globulaire similaire a celle des
autres membre anti-apoptotiques, avec une fente hydrophobique permettant la liaison aux
protéines possédant un domaine BH3. (Day et al, 2005) Comme Bcl-2, la localisation
intracellulaire de Mcl-1 est principalement membranaire, via son domaine TM, et
principalement au niveau mitochondrial. (Akgul et a/, 2000a; Yang et al, 1995) L’étude par
immunohistochimie de la localisation tissulaire montre que Mcl-1 est largement exprimée, mais

avec des différences significatives avec BCL-2, suggérant des spécificités tissulaires du role
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anti-apoptotique de ces protéines. (Krajewski ez al, 1995) Au niveau lymphocytaire, il a été
démontré que Mcl-1 était indispensable au développement et & la maintenance des lymphocytes
B et T matures. (Opferman et al, 2003) Ce role essentiel de Mcl-1 dans la survie des
lymphocytes B matures et des plasmocytes a été récemment confirmé. (Peperzak et al, 2013;
Vikstrom et al, 2010) Enfin, la délétion totale de Mcl-1 est létale durant le développement
embryonnaire chez la souris (Rinkenberger e al, 2000), tandis que la délétion de Bcl-2 ne I’est
pas.

La principale fonction de Mcl-1 est son action anti-apoptotique via la séquestration et
I'inhibition des membres pro-apoptotiques Bax et Bak, mais également les BH3-only
activateurs BIM et BID. (Chen e al, 2005; Certo et al, 2006) Comme décrit pour Bcl-2, Mcl-1
est également impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. Ainsi, Mcl-1 retarde la
progression du cycle cellulaire en inhibant CDK-1 (cyclin dependent kinase 1), PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), et CHK-1 (checkpoint 1 protein). (Jamil er al, 2005;
Fujise et al, 2000; Jamil et al, 2008)

b) Régulation de Mcl-1

L’expression et I’action de Mcl-1 sont soumises & une régulation complexe. Comme
pour Bcl-2, cette régulation a lieu au niveau (1) transcriptionnel, (ii) post-transcriptionnel, (iii)

post-traductionnel et (iv) par le systéme ubiquitine/protéasome.

(i) Régulation transcriptionnelle. La région promotrice du géne Mcl-1 contient des
zones de liaison a des facteurs de transcription, parmi lesquelles : site de liaison a3 STAT3
(consensus stat response element) , site de liaison 4 I’ AMP cyclique (cAMP response element
(CRE), site de liaison & NF«B. (Akgul et al, 2000b) Via STATS3, il a entre autre été montré,
dans la leucémie lymphoide chronique, et le myélome multiple que I'Il-6 et le VEGF
augmentent la transcription de MCL-1. (Lee et al, 2005; Le Gouill ef al, 2004; Puthier et al,
1999a)

(i) Régulation post-transcriptionnelle. Mcl-1 est ¢galement soumise & une régulation
post transcriptionnelle. Tout d’abord, un mécanisme d’épissage alternatif conduit a la formation
d’une forme courte de Mcl-1, nommée Mcl-1s, ne comprenant pas les domaines BHI, BH2 et

le domaine TM. Une seconde forme courte, nommeée Mcl-1gs, est également identifide. Ces
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deux transcrits alternatifs perdent leur fonction anti-apoptotique, et ont méme un effet pro-
apoptotique en se liant a la forme classique de Mcl-1. L’autre mécanisme de régulation post-
transcriptionnelle est I’inhibition par les micro ARN. Ainsi, plusieurs micro ARN (miR-29b,
miR-125b, miR-204) ont ét¢ identifiés comme régulant négativement 1’expression de Mcl-1.
(Mott ez al, 2007; Chen et al, 2013; Gong et al, 2013)

(iif) Régulation post traductionnelle. La fonction de Mcl-1 est également régulée par
de phosphorylations survenant en différents sites de la protéine. Ces phosphorylations et leurs

conséquences fonctionnelles sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2: Phosphorylations de MCL-1

Site Kinase(s) impliquée(s) Conséquence fonctionnelle

En conjugaison avec la phosphorylation en
Threonine 92 | ERK-1 Thr163. Stabilise MCL-1, requis pour la fonction
anti-apoptotique

Phosphorylation « initiatrice » d’autres

Threonine 163 | ERK, GSK-3, INK .
phosphorylations.

Pas d’effet sur la stabilité de MCL-1. Nécessaire
pour la fonction anti-apoptotique et la

dimérisation avec les autres protéines de la famille
BCL-2.

Serine 64 CDK1, CDK2, INK

En conjugaison avec la phosphorylation en
Serine 121 JNK, P38 Thr163. Stabilise MCL-1. Favorise 1’effet anti-
apoptotique contre 1’apoptose induite par le TNF.

En conjugaison avec la phosphorylation en
Serine 155 GSK-3 Thr163. Déstabilise MCL-1, altére sa fonction
anti-apoptotique.

Déstabilise MCL-1, altére sa fonction anti-

Serine 159 GSK-3 apoptotique en altérant la dimérisation avec Bim

d’aprés Thomas et al, 2010

Un autre mécanisme de régulation post-traductionnelle est le clivage caspase-
dépendant. (Thomas e al, 2010) Ce clivage peut étre spontané ou induit par des drogues. Il a
notamment ét¢ démontré dans le myélome multiple que le fragments clivé Mcl-1(128-350)
exercait une actio pro-apoptotique, soit par activation directe de Bax (Ménoret et al, 2010), soit

par de mani¢re indirecte par 1’activation de la voie c-JUN. (Fan et al, 2014)

(iv) Régulation par le systéme ubiquitine-protéasome. L’ubiquitylation de Mcl-1

conditionne sa dégradation par le protéasome. MCL-1 est la cible de deux enzymes ubiquitine-
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ligases : MULE (MCL-1 Ubiquitin Ligase E3) et BTrCP (B Transducin Containing Protein). A
I'inverse, I’enzyme deubiquitinase USP9X limite la dégradation par le protéasome de Mcl-1.
(Schwickart et a/, 2010) Enfin, la molécule BH3-only Noxa intervient dans cette régulation en

contrdlant I’interaction Mcl-1/USP9X. (Gomez-Bougie et al, 2011)

4) Bel-X,,

Le géne BCL-X. (ou BCL2L1) est situé chez I’humain sur le chromosome 20. La
protéine BCL-XL posseéde les quatre domaines BH et le domaine TM. Bcl-X; exerce sa
fonction anti-apoptotique en séquestrant les membres pro-apoptotiques de la famille BCL-2 :
Bax, (Sedlak er al, 1995) Bak, (Sattler et al, 1997) Bim, (Liu et al, 2003) ou Bid. (Yao ef al,
2009) Tel que décrit pour Bcl-2, Bel-XL peut également inhiber 1’apoptose en aval de la
mitochondrie en se liant de fagon directe & APAF-1 et ainsi former un complexe protéique
inhibant I’activation de la caspase 9. (Hu et a/, 1998) Les mécanismes de la régulation de BCL-
XL sont trés proches de ceux décrits pour Bel-2 et Mcl-1. De maniére intéressante, Bcl-X; est la
protéine clé de la survie des plaquettes. (Mason et al, 2007) Cette dépendance aura une
implication forte sur la toxicité hématologique des BH3 mimétiques ciblant Bcl-Xy, comme il

le sera décrit ci dessous.

5) Bel-w

Bcel-w, ou encore BCL2L2, posséde tous les domaines d’homologie avec les membres
de la famille de Bcl-2 ainsi qu’un domaine TM en C-terminal. Bcl-w interagit et séquestre les

membres pro-apoptotiques suivants : Bim, Bax et Bak. (Holmgreen ef al, 1999)

6) Bfl-1

Bfl-1 (ou BCL2A1) est localisé sur le chromosome 15. BFL-1 comprend 4 domaines
BH mais son domaine transmembranaire forme une hélice a9 qui lui confére une double
conformation tridimensionnelle. (Choi ef al, 1995) Ainsi, lorsque 1’hélice a9 est présente dans
la poche hydrophobe, la molécule est rigidifiée et I’acces aux domaines BH3 des protéines pro-

apoptotiques est limité. Bfl-1 exerce son réle anti-apoptotique en séquestrant les membres pro-
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apoptotiques de la famille Bcl-2. Cependant, dans un contexte de cellules humaines, Bfl-1 se lie
a Bak, Bim et Bid, mais non a Bax. (Certo et al, 2006; Simmons et al, 2008) En physiologie,
BFL-1 est principalement exprimé dans le systéme hématopoiétique et favorise la survie de
certains leucocytes (lymphocytes, macrophages) et joue un role important lors de
I’inflammation. (Vogler, 2012) Par contre, BFL-1 n’est pas exprimé par les plasmocytes. (Tarte
et al, 2004) L’expression de BFL-1 est fortement régulée par les voies CD40 et NF-xB. (Zong
et al, 1999; Lee et al, 1999)

D) Les protéines pro-apoptotiques a un seul domaine BH3

Les protéines pro-apoptotiques & un seul domaine BH3 (ou BH3-only) sont classées,

d’un point de vue fonctionnel, en protéines activatrices sensibilisatrices.

1) Les BH3-only activatrices

Les BH3-only Bim et Bid sont dites activatrices car ont la capacité d’activer

directement Bax et Bak. (Letai et al, 2002)

a) Bim

Le géne Bim (BCL-2 Interacting Mediator of cell death ou BCL2L11) se situe sur le
chromosome 2. Par un mécanisme d’épissage alternatif, ce géne conduit & la formation de 3
protéines différentes ; Bimgy (196 aa), Bimy (140 aa) et Bims (110 aa). (O’Connor et i, 1998)
Ces trois isoformes comprennent le domaine BH3 et le domaine TM permettant 1’insertion
membranaire. L’analyse par immuno-histochimie a révélé que les isoformes Bimg; et Bim;
sont exprimés par la plupart des tissus et des lignées cellulaires, tandis que 1’expression de
Bims est beaucoup plus restreinte, possiblement en raison de son fort pouvoir pro-apoptotique.
(O’Reilly et al, 2000) Bim est un acteur clé de ’homéostasie lymphoide, notamment de

I’élimination des lymphocytes T auto-réactifs. (Bouillet et al, 1999, 2002)
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b) Bid

Le géne Bid (BH3-Interacting Domain death agonist) se situe sur le chromosome 22.
D’un point de vue structurel, Bid est proche de Bax et Bak. (Chou et al, 1999) La fonction pro-
apoptotique de BID est principalement assurée par la forme tronquée de la protéine, tBid
(truncated Bid). En effet, I’activation de la caspase 8 via la voie extrinséque de I’apoptose
conduit au clivage de Bid en tBid, qui est transloqué a la MME ou il conduit a 1’activation de
Bax et Bak. (Li et al, 1998; Luo et al, 1998)

2) Les BH3-only sensibilisatrices

Les BH3-only sensibilisatrices ne peuvent pas directement activer Bax et Bak. Par
contre, elles se lient, via leur domaine BH3, a la poche hydrophobique des protéines anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2. (Certo et al, 2006; Kuwana et al, 2005; Letai ez al, 2002; Kim
et al, 2006). De cette maniére, elles antagonisent la fonction de ces protéines en dissociant les
BH3-only activatrices et/ou en empéchant les BH3-only libres de se fixer sur les protéines anti-
apoptotiques. De maniere importante, I’affinité des différentes BH3-only sensibilisatrices pour
les protéines anti-apoptotiques est trés variable. Ainsi, chaque protéine anti-apoptotique
interagit avec seulement certaines BH3-only. (Certo et al, 2006; Kuwana et al, 2005; Chen et
al, 2005). Le tableau 3 résume les affinités des différentes BH3-only pour les protéines anti-
apoptotiques. (Certo et al, 2006) Les valeurs indiquées sont les constantes de dissociation (avec

écart-type). L’absence de valeur signifie une Kd > 2500 nM.

Tableau 3: Affinités des BH3-only pour les protéines anti-apoptotiques

BH3-only

Protéines anti- Activatrices Sensibilisatrices

apoptotiques

BID | BIM | BAD HRK | NOXA | PUMA BIK BMF

BCL-2

BCL-X,

BCL-w

MCL-1

BFL-1

(Vert : Kd < 100 nM, orange : 100nM <Kd < 2500 nM, rouge : >200 nM)
d’apres Certo et al, 2006
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Ainsi, Hrk se lie spécifiquement & Bel-Xy, tandis que Noxa se lie spécifiquement a Mcl-
1. Bad se lie avec affinité avec Bcl-2, Bel-Xp, et Bel-w. Comme il le sera décrit ce dessous, ce
profil d’affinités spécifiques est utilisé par la technique du BH3 profiling pour déterminer de

quelles protéines anti-apoptotiques dépend la survie de la cellule.

a) Bad

BAD (BCL-2-associated Agonist of cell Death) est localisé sur le chromosome 11. La
protéine Bad antagonise les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-Xy et Bel-w en se fixant
avec affinité, par son domaine BH3, au niveau de leur fente hydrophobique. Les souris BAD-/-
ont un phénotype normal mais développent avec 1’dge un lymphome B 3 grandes cellules.
(Ranger et al, 2003) A noter également que les souris BAD -/- présentent une thrombocytose
vraisemblablement liée au défaut d’inhibition de BCL-X;. (Kelly ez al, 2010) En réponse a une
stimulation par 1’l-3, Bad est phosphorylé par AKT ce qui conduit 4 sa séquestration par la
protéine 14-3-3. (del Peso et al, 1997)

b) Hrk

Le géne HRK (Harakiri) est localisé sur le chromosome 12. Hrk se lie et inhibe
spécifiquement Bcl-X;. Il est principalement exprimé par les cellules du systétme nerveux
central et périphérique, et par les cellules hématopoiétiques. (Coultas e al, 2007) Cependant

Hrk n’est pas indispensable a la survie des cellules hématopoiétiques.

¢) Puma

Le géne PUMA (P53 Up-regulated Modulator of Apoptosis) est localisé sur le
chromosome 19. Puma se lie avec affinité avec toutes les protéines anti-apoptotiques et son
effet pro-apoptotique est donc majeur. (Yu & Zhang, 2003) PUMA est une cible
transcriptionnelle importante de P53. (Nakano & Vousden, 2001) Ainsi, les lymphocytes
PUMA -/- sont fortement résistants aux dommages a I’ADN, chimio ou radio-induits. (Jeffers

et al, 2003) L’ expression de Puma est également induite par le facteur de trancription E2F1.
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(Hershko & Ginsberg, 2004) Certaines données plaident pour classer Puma parmi les BH3-only
activatrices. En effet, plusieurs travaux menés avec la protéine entiére (et non uniquement avec
le domaine BH3) ont montré que Puma pouvait se lier directement a Bax et Bak. (Cartron ez al,
2004; Kim et al, 2006)

d) Noxa

Le géne NOXA (ou PMAIP1) (Noxa signifie « menace » en latin) est localisé sur le
chromosome 18. Noxa se lie spécifiquement a la protéine anti-apoptotique Mcl-1. Comme
Puma, Noxa est une cible transcriptionnelle de P53, et est donc un médiateur de I’apoptose
P53 dépendante, (Oda et al, 2000) ainsi que du facteur de transcription E2F1. (Hershko &
Ginsberg, 2004) L’expression de Noxa est ¢galement induite par HIF1-o. (Kim ef a/, 2004)

¢) Bik

Bik (BCL-2 Interacting Killer) est la premiére BH3-only a avoir été identifiée. (Boyd et
al, 1995) Son geéne est localisé sur le chromosome 22. Alors que Bik est exprimée par la
majorité des tissus, les souris BIK -/- ne présentent pas d’anomalies phénotypiques
significatives. (Coultas et al, 2004) L’expression de Bik est également régulée par P53 et E2F1.
(Chinnadurai et al, 2008)

f) Bmf

Le géne BMF (BCL-2 Modifying Factor) est localisé sur le chromosome 15. Bmf est
régulé négativement par séquestration dans le cytosquelette, par liaison au complexe actine-
myosine. (Puthalakath ez al, 2001) Bmf est ¢galement régulée par phosphorylation par JNK.
(Lei & Davis, 2003) Les souris bmf -/-- développent une hyperplasie lymphoide B, montrant
que BMF régule I’homéostasie lymphocytaire B. (Labi et al, 2008)

E) Le BH3 profiling

Le BH3 profiling est un test fonctionnel permettant de mesurer I'effet d’une quantité

donnée de peptide dérivé du domaine BH3 des protéines de la famille Bcl-2 sur la
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perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, point de non retour de 1’induction
d’apoptose. Cette technique permet de déterminer (1) la proximité des cellules étudiées du seuil
apoptotique (ou priming mitochondrial) et (2) de quelles protéines anti-apoptotiques dépendent

la cellule.

1) Description de la technique

La base de la technique est d’exposer les mitochondries a une quantité donnée de
peptides BH3 et de mesurer ensuite la perméabilisation de la MME qui en résulte. La technique
a initialement été développée sur des mitochondries préalablement isolées. (Certo e al, 2006)
Cependant, cette technique nécessite une quantité importante de cellules (107 3 10%). Ainsi,
pour des questions évidentes de faisabilité, le BH3 profiling est actuellement réalisé sur cellules
enticres. (Ryan & Letai, 2013)

Les cellules d’intérét (lignées tumorales ou cellules primaires) sont perméabilisées avec
de la digitonine et incubées pendant 45 4 90 minutes avec une quantité donnée de peptide BH3.
Ces peptides ont une séquence déterminée reproduisant la partie du domaine BH3 des protéines
BH3-only impliquée dans la liaison a la poche hydrophobique des protéines anti-apoptotiques
(Tableau 4).

Tableau 4 : Séquences des peptides BH3 et effets attendus

Peptide Séquence Classification Effet attendu

BIM MRPEIWIAQELRRIGDEFNA Activateur Dépolarisation rapide quand BAX/BAK
BID-Y EDIIRNIARHLAQVGDSMDRY présents/fonctionnels
PUMA EQWARFEIGAQLRRMADDLNA Dépolarise les cellules primées.
BMF-Y HQAEVQIARKLQLIADQFHRY Pan sensibilisateurs

Dépolarise les cellules BCL-2, BCL-X et
BAD LWAAQRYGRELRRMSDEFEGSFKGL

Sensibilisateur BCL-w dépendantes
NOXA AELPPEFAAQLRKIGDKVYC ]
Dépolarise les cellules MCL-1 dépendantes
MS1 RPEIWMTQGLRRLGDENA
W-HRK WSSAAQLTAARLKALGDELHQ Dépolarise les cellules BCL-X; dépendantes
PUMA2A EQWAREIGAQARRMAADLNA Contrdle Peptide mutant- Pas de dépolarisation

d’apres (Ryan & Letai, 2013) et (Foight et al, 2014)
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La perméabilisation de la MME résultante de I’exposition aux peptides peut étre
mesurée par deux techniques. La premiére est la mesure de la fluorescence émise par la sonde
JC-1, sonde ayant la propriété d’émettre en vert lorsqu’elle est contenue dans les mitochondries
intactes, et en rouge lorsque la MME est perméabilisée. L’autre moyen de mesurer la
perméabilisation de la MME est d’effectuer un marquage au cytochrome ¢ apres 1’exposition
aux peptides et de mesurer le signal en cytométrie en flux. Les cellules dont les mitochondries
ont €té perméabilisées apparaitront cytochrome ¢ négatives, tandis que les cellules aux

mitochondries intactes apparaitront positives. (Figure 13)

Figure 13: Schéma de la technique de BH3 profiling
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2) Différents types de blocages dans le processus

d’apoptose des cellules tumorales

Les cellules tumorales développent au cours de leur évolution ’aptitude de survivre a
différents stress (anomalies génétiques, métaboliques, thérapies anti-néoplasiques), témoignant
de blocages dans le processus normal d’apoptose. L’analyse par BH3 profiling d’un panel de
lignées de lymphome a grandes cellules B a permis de caractériser trois types de blocages du
processus d’apoptose dans les cellules tumorales. (Deng et al, 2007) Le premier blocage (classe
A) est le défaut de BH3-only activatrices. Le deuxiéme type de blocage (classe B) est I’absence

des activateurs Bax et Bak. Le troisitme type de blocage (classe C), le plus fréquemment
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retrouve, est représenté par la surexpression des protéines anti-apoptotiques, séquestrant les
BH3-only activatrices. De maniére intéressante en terme d’implication thérapeutique, ce bloc
peut-&tre contourné par I’utilisation de molécules BH3 mimétiques neutralisant les protéines
anti-apoptotiques. Ces 3 différents blocages apoptotiques sont schématisés au niveau de la

Figure 14.

Figure 14: Différents blocages de I'apoptose précisés par le BH3 profiling
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issu de (Deng et al, 2007)

3) Priming mitochondrial ou proximité du seuil

apoptotique

L’analyse par BH3 profiling de cellules normales ou tumorales permet de déterminer la
proximité mitochondriale du seuil apoptotique. En effet, certaines cellules proches du seul
apoptotique (primed for death), perméabilisent leur MME avec de faibles doses de peptides, en
comparaison avec des cellules éloignées du seul apoptotique (unprimed), qui nécessiteront de
plus fortes doses de peptides pour perméabiliser la MME.

11 est démontré que le priming mitochondrial, déterminé par BH3 profiling, conditionne
la chimio-sensibilité des cellules tumorales et constitue un facteur pronostique important de la
réponse au traitement et de la survie des patients. Cette forte implication pronostique du

r

priming mitochondrial 4 été démontrée aussi bien pour des tumeurs solides quand pour des
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hémopathies malignes, notamment le myélome multiple et la leucémie aigue myéloide. (Ni

Chonghaile et al, 2011; Vo et al, 2012)

4) Dépendance spécifique aux différentes protéines anti-

apoptotiques

De par la possibilité d’utiliser des peptides BH3 se liant spécifiquement & certains
membres de la famille BCL-2, le BH3 profiling permet de mesurer la dépendance des cellules
tumorales a ces protéines anti-apoptotiques. Ainsi, des cellules tumorales déclenchant la
perméabilisation de la MME aprés exposition au peptide Bad, mais pas aprés exposition aux
peptides Hrk et Noxa, seront identifiées comme Bcl-2 dépendantes. A I’inverse des cellules
tumorales déclenchant la perméabilisation de la MME uniquement aprés exposition au peptide
Noxa (ou MS1) seront identifiées comme Mcl-1 dépendantes.

Comme il le sera décrit, la détermination de la Bcl-2 dépendance a une implication
thérapeutique importante car prédit la réponse aux molécules BH3 mimétiques ciblant Bcl-2.

(Deng et al, 2007; Pan et al, 2014)

I1I- BH3 MIMETIQUES : MOLECULES CIBLANT Bcl-2

A) Cibler Bcl-2: neutraliser la fonction versus inhiber

I’expression

Les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont des acteurs majeurs de la
régulation de I’apoptose et sont surexprimées par la plupart des cellules tumorales, contribuant
a leur initiation, a leur progression et a la résistance aux traitements. (Kirkin ez a/, 2004) Ainsi,
ces protéines, notamment Bcl-2, constituent des cibles thérapeutiques prometteuses. La
premicre stratégie thérapeutique ciblant Bcl-2 utilisée fut basée sur une molécule d’ADN
antisens complémentaire de Bcl-2, I’oblimersen, conduisant a ’extinction de son expression.
(Jansen et al, 1998) Cependant, beaucoup d’essais cliniques ayant testé cette molécule n’ont

pas atteint les objectifs de réponse attendus. (Tolcher ez al, 2005; Chanan-Khan et al, 2009; Pro
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et al, 2008; Marcucci et al, 2005; O’Brien et al, 2005) Seul un essai clinique de phase 3 a
retrouvé un bénéfice de survie li€ 4 I’addition de 1’oblimersen & une chimiothérapie par
fludarabine et cyclophosphamide, chez des patients atteints de leucémie lymphoide chronique,
maladie majoritairement Bcl-2 dépendante. (O’Brien ef al, 2009b) Cette déception souléve
néanmoins une question importante relative au mode d’action de cette molécule : la réduction
du niveau d’expression de Bcl-2 est elle équivalente a la neutralisation de la fonction de cette
protéine ? En effet, il a été montré que la réduction de I’expression de Bcl-2 entraine
I'induction de I’expression d’autres protéines anti-apoptotiques, neutralisant 1’effet
thérapeutique attendu. (Konopleva et al, 2000) De plus, il est difficile de connaitre le niveau de
réduction de Bcl-2 obtenu in vivo au cours d’un traitement par antisens anti Bcl-2. Une autre
approche ciblant Bcl-2 a été développée, basée sur la neutralisation de sa fonction de
séquestration des BH3-only pro-apoptotiques par de petites molécules, appelées BH3

mimétiques.

B) ABT-737 et ABT-263

a) Structure et efficacité pré-clinique

En utilisant une technique de screening par résonance magnétique nucléaire basée sur la
relation structure/activité (« SAR by NMR ») (Figure 15a), les laboratoires Abbott ont identifié
et généré une petite molécule, I’ABT-737 (Figure 15b), sélectionnée sur sa capacité a se lier a

avec une forte affinité a la fente hydrophobique de Bcl-Xy1. (Figure 15c¢) (Oltersdorf et al, 2005)
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Figure 15: Structure de I'ABT-737
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issu de (Letai, 2005) (Fig.15a) et (Oltersdorf et al, 2005) (Fig.15b etl5c)

L’ABT-737 se lie avec trés forte affinité (constante d’inhibition (Ki) < InM) & la fente
hydrophobique des protéines Bcl-2, Bel-Xy. et Bel-w. A I’inverse, ’affinité de I’ ABT-737 pour
les protéines Mcl-1 et Bfl-1 est trés faible (Ki > 1uM). Ainsi, ’ABT-737 reproduit le profil
d’affinité de la protéine BH3-only BAD. L’ ABT-737 induit 1’apoptose de cellules tumorales de
LLC et de lymphome folliculaire a trés faible concentration (Dose 1étale (DL)so <10 nM) mais
¢galement, 4 plus forte concentration de tumeurs solides (cancer pulmonaire a petites cellules).
(Oltersdorf et al, 2005) Cette méme étude a confirmé 1’effet anti-tumoral de I’ABT-737 in vivo
dans plusieurs modéles murins de tumeurs solides et hémopathies malignes.

Pour des raisons physicochimiques liées a la structure de la molécule, I’ABT-737 n’est
pas bio-disponible par voie orale et sa non-solubilité dans I’eau rend difficile son
administration parentérale. Afin de corriger ces propriétés limitant le développement clinique
de la molécule, Abbott a développé un BH3 mimétique de 2° génération appelé ABT-263..
L‘ABT-263 est une molécule tres proche de I’ABT-737 (Figure 16a) et présente le méme profil
d’affinité pour les protéines anti-apoptotiques que 1’ABT-737, (Figure 16b) cependant sa
structure le rend bio-disponible par voie orale. (Tse ez al, 2008) L’ABT-263 induit ’apoptose
via la voie mitochondriale d’un large panel de lignées tumorales solides et hématologiques, in

vitro et in vivo. (Tse et al, 2008)
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Figure 16: Structure de I'ABT-263

a

site 1 , O

H
O, N Q; N
° Ggs:e 2
O© . L‘Dﬁd
ABT-737 ABT-263

b FPA K; (nmol/L)

Bel-xL Bel-2 Bel-w Mcl-1* Al*
hBad 05 £ 01 15+ 4 22 £ 10 >1,000 >1,000
hNoxa >1,000 >1,000 >1,000 64 + 6 107 + 43
ABT-737 <05 <1 09 >1000 —
ABT-263 <05 <1 <1 550 * 40 354 £ 63
Enantiomer 3+2 <1 79 + 17 370 = 90 444 + 12

FPA : technique de polarisation de fluorescence (fluorescence polarization assay)
issu de (Tse et al, 2008)

Bcl-2 inhibe I’apoptose en séquestrant les BH3-only activatrices (Bim, Bid) (Figure 17,
modele A) et les molécules pro-apoptotiques Bax et Bak (Figure 17, modéle B). L’ABT-737,
en se liant avec affinité & la poche hydrophobique de BCL-2, dissocie ces molécules pro-
apoptotiques ce qui conduit a ’activation et 4 la polymérisation de Bax et Bak et a la cascade
apoptotique : perméabilisation de la MME, libération de cytochrome c, activation des caspases,

mort cellulaire. (Letai, 2006)
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Figure 17: Mécanisme d'action de I'ABT-737
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Legende : Modeéle A. La cellule tumorale présente une forte quantité de BH3-only activatrices séquestrés par Bel-2
et un faible niveau de Mcl-1 (a). Dans cette situation, I’ABT-737 induit 1’apoptose en dissociant les complexes
Bcl-2/BH3-only activant Bax/Bak (b). En cas de forte expression de Mcl-1 (c), les BH3-only activatrices
dissociées par I'ABT-737 sont captées par Mcl-1, ce qui empéche le déclenchement de I’apoptose (d). Modéle B.
La cellule tumorale présente une forte quantité de complexes Bcl-2/Bax et/ou Bcl-2/Bak et un faible niveau de
Mcl-1 (a). Dans cette situation, I’ABT-737 induit I’apoptose en dissociant les complexes Bcl-2/ Bax ou Bel-2/Bak
qui se polymérisent et induise la perméabilisation de la MME (b). En cas de forte expression de Mcl-1 (c), Mcl-1

séquestre les protéines Bax ou Bak dissociées par I’ABT-737, ce qui empéche le déclenchement de 1’apoptose (d).

L’ABT-737 a démontré une efficacité anti-tumorale a trés faible concentration (DLs, de
I’ordre du nanomolaire) pour les cellules tumorales d’hémopathies maligne variées : leucémie
lymphoide chronique (Del Gaizo Moore et al, 2007; Certo et al, 2006), leucémic aigue
lymphoblastique (Del Gaizo Moore et al, 2008) et myéloblastique (Konopleva et al, 2006),
lymphomes malins non hodgkiniens (Deng et al, 2007; Vogler et al, 2008; Beltran et al, 2011),
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myélome multiple. (Bodet et al, 2011; Morales ef al, 2011) Les cellules de tumeurs solides sont
dans ’ensemble moins sensible 4 I’ABT-737 (DLso de 1’ordre du micromolaire). (Tse et al,
2008; Shoemaker et al, 2008; Oakes et al, 2012; Lucas et al, 2012) Cependant, il existe une
forte hétérogénéité de sensibilité a ’ABT-737/263 au sein d’une méme entité tumorale,

interrogeant sur les mécanismes de résistance a cette molécule.

b) Facteurs de résistance a I’ABT-737

Les facteurs influencant la sensibilité a 1’ABT-737/263 est lié au mode d’action unique
et ciblé de cette molécule et fait intervenir les protéines de la famille Bcl-2. L’expression de
MCL-1, protéine anti-apoptotique non ciblée par ’ABT-737, est un facteur important lié 4 la
résistance a cette drogue. (van Delft ef al, 2006; Konopleva et al, 2006; Tahir et al, 2007
Bodet et al, 2011) En effet, I’extinction de 1’expression de Mcl-1 sensibilise les cellules a
I’ABT-737. Le niveau de complexes Bcl-2/BH3-only pro-apoptotique, dissociés par ’ABT-
737, constitue également un bio-marqueur de sensibilité a cette drogue. (Del Gaizo Moore et al,
2007; Morales et al, 2011)

Il a été démontré que le microenvironnement tumoral ganglionnaire participait a la
résistance @ I’ABT-737 des cellules de LLC en favorisant 1’expression des protéines anti-
apoptotiques Mcl-1, Bcl-Xy ou Bfl-1. (Tromp et al, 2012; Vogler et al, 2009a)

Enfin, il a ét¢ montré que I’exposition prolongée a I’ABT-737 induit une surexpression
par les cellules tumorales de Mcl-1 et Bfl-1 conduisant  la résistance a cette drogue. (Yecies et
al, 2010)

c) Développement clinique de I’ABT-263

L’ABT-263 (Navitoclax) a été évalué dans le cadre d’un essai clinique de phase 1 avec
escalade de dose chez des patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs (LLC, lymphomes
folliculaires, Lymphomes B diffus 4 grandes cellules B, lymphomes T). (Wilson ez al, 2010)
L’essai révele un taux de réponse favorable, surtout chez les patients atteints de LLC, mais une
thrombopénie et une lymphopénie attribuées respectivement a la neutralisation de Bcl-X| et
Bcl-2. Un autre essai de phase 1 a été mené spécifiquement chez des patients atteints de LLC
en rechute (n=29). (Roberts ez al, 2012) Chez ces patients trés évolués (nombre médian de

précédentes traitements : 4,5), le taux de réponse (Fig.18a et b) et la durée de réponse (Fig.18c)
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sont trés favorables. Cependant, il est confirmé dans cet essai une toxicité plaquettaire limitant

I'utilisation de I’ABT-263 4 la dose anti-tumorale optimale (Figure 18d).

Figure 18: Données d’efficacité et de toxicité de 'ABT-263 chez des patients atteints de
leucémie lymphoide chronique
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Légende : a. Evaluation de la réponse basée sur la diminution de la lymphocytose périphérique. b. Evaluation de la
réponse basée sur la diminution du volume ganglionnaire. ¢. Survie sans progression. d. Illustration de la

thrombopénie induite par les schémas posologiques intermittent ou continu d’ABT-737.

Cette toxicité plaquettaire liée spécifiquement & I’inhibition de BCL-X; et grevant le
développement clinique de I’ABT-263 a conduit au développement d’un BH3 mimétique BCL-
2 spécifique, I’ABT-199.

L’ABT-263 a également été évalué chez des patients atteints de tumeurs solides,
notamment de cancer pulmonaire a petites cellules. (Gandhi et al, 2011; Rudin ez al, 2012) Ces

essais ont révélé une efficacité décevante et la méme toxicité plaquettaire limitant I’utilisation a

la dose optimale.
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C) ABT-199

Afin de s’affranchir de la toxicité plaquettaire liée & I’inhibition de Bel-Xy, les
laboratoires Abbvie (anciennement Abbott) ont développé un BH3 mimétique Bcl-2
spécifique : I’ ABT-199. (Souers et al, 2013) La structure de I’ABT-199 est trés proche de celle
de ’ABT-263 et permet également une biodisponibilité orale (F igure 19).

Figure 19: Structure de I'ABT-199
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L’ABT-199 se distingue cependant car il se lic avec trés forte affinité exclusivement 3

Bcl-2 (Tabeau 5).

Tableau 5: Affinité de 'ABT-199 pour les protéines anti-apoptotiques

Bel-2 Bcel-X], Mcl-1 Bcel-w
ABT-263 0,044 0,055 > 224 7
ABT-199 <0,01 48 > 244 245

Les valeurs indiquent les Ki (nM) déterminées par technique de TR-FRET
d’aprés (Souers et al, 2013)

Dans cette étude princeps, il est confirmé une activité anti-tumorale a trés faible
concentration sur des lignées de lymphomes malins et des cellules primaires de LLC, sans

toxicité plaquettaire significative. (Souers et al, 2013)
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Le développement clinique de ’ABT-199 est trés rapide et a déja démontré dans le
cadre d’essai cliniques de phase VII des taux de réponses impressionnants en monothérapie
chez des patients atteints de syndromes lymphoprolifératifs chroniques, LLC et lymphomes B
de bas grade. (ABT-199 Shows Effectiveness in CLL, 2014; Tam, 2013; Davids, 2013; Davids
et al, 2012) Dans la LLC, on notera un taux de réponse excellent, notamment chez les patients
atteints de délétion du chromosome 17. (Tam, 2013) Chez les patients atteints de lymphomes
B, le taux de réponse semble particuliérement impressionnant chez les patients atteints de
lymphome a cellules du manteau. (Davids ef al, 2012) La réponse anti-tumorale est rapide et

des cas de syndromes de lyse, parfois graves ont été rapportés.

D) Autres molécules BH3 mimétiques ou apparentées

Les petites molécules ABT-737, ABT-263 et ABT-199 remplissent les critéres proposés
par Lessene et al. (Lessene ef al, 2008) définissant une drogue BH3 mimétique (Tableau 6)

Tableau 6: Définition d'une molécule BH3 mimétique

Présence de Bax et Bak indispensable a 1’action anti-tumorale

Forte affinité pour la/les protéine(s) anti-apoptotique(s) (Ki de I’ordre du nanomolaire)

Cytotoxicité corrélée & ’expression des protéines anti-apoptotiques

L’évaluation in vivo doit révéler une toxicité liée & I’inhibition de la/des protéine(s) anti-

apoptotique(s) ciblées : thrombopénie (BCL-XL), lymphopénie (Bcl-2)

D’aprés (Lessene ef al, 2008)

Les molécules suivantes ne remplissent pas I’ensemble de ces critéres mais sont

néanmoins souvent rapportées dans la littérature comme molécules BH3 mimétiques.

1) GX15-070 ou Obatoclax

Le GX15-070 (ou obatoclax) est un dérivé synthétique d’un composé naturel
progidiosin se liant aux cinq protéines anti-apoptotiques, mais avec une faible affinité (de

P’ordre du micromolaire.(Nguyen et a/, 2007) De plus, I’obatoclax également les cellules
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déficientes en Bax et Bak que les cellules sauvages. (Vogler et al, 2009b) L’action anti-
tumorale de I’obatoclax semble faire intervenir ’autophagie et le stress du reticulum, et une
induction d’apoptose via I’induction de Noxa. (Albershardt ez al, 2011; Nguyen et al, 2007) Sur
le plan clinique, I’efficacité de 1’obatoclax en monothérapie s’est avérée décevante. (O’Brien et
al, 2009a; Paik et al, 2011)

2) Gossypol et AT-101

Le gossypol est un aldéhyde polyphénolique dérivé de la plante du coton, et utilisé
depuis plusieurs dizaines d’années pour des propriétés thérapeutiques variées. (Dodou et al,
2005) Ses propriétés « BH3 mimétiques » ont été découvertes plus récemment. Le gossypol se
lie également avec une faible affinité (Ki de I’ordre du micromolaire) avec Bcl-2, Bel-X; et
Mcl-1. (Kitada et al, 2003) Son énantiomére, ’AT-101 offre de meilleures propriétés pro-
apoptotiques et a fait 1’objet de plusieurs essais cliniques chez des patients attients de tumeurs

solides, mais avec une efficacité trés modeste. (Heist ez al, 2010; Liu ez al, 2009)

3) S1

La molécule S1 a également été rapportée comme étant BH3 mimétique pan Bcl-2, bien
que se liant avec faible affinité avec les protéines Bcl-2 et Mcl-1. (Zhang et al, 2011) 11 a
¢galement été montré, a Iinstar de 1’obatoclax, que S1 induisait I’apoptose via 1’induction de

Noxa. (Albershardt et al, 2011)

4) Marinopyrrole A ou maritoclax

Le maritoclax, dérivé d’une espéce de streptomycétes marins, a été démontré comme se
liant spécifiquement 4 MCL-1, et dissociant les complexes Bim/Mcl-1. (Doi et al, 2012) Son
action anti-tumorale a été testée sur des lignées de leucémies ou lymphomes Mcl-1
dépendantes. (Eichhorn ef al, 2013) Enfin, il a récemment que le maritoclax inhibait Mcl-1 en
induisant sa dégradation par le protéasome, (Pandey et al, 2013) ce qui est un mécanisme pro-

apoptotique distinct d celui d’une molécule BH3 mimétique.
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5) WEHI-539

De maniére intéressante, il a récemment été identifié par screening moléculaire 4 haut
débit un authentique BH3 mimétique Bel-Xy, spécifique : WEHI-539. (Lessene et al, 2013) En
effet, WEHI-539 se lie avec une forte affinité (nanomolaire) a Bcl-X;, n’induit pas la mort de
cellules déficientes en BAX/BAK, et induit I’apoptose des plaquettes. Bien que les implications
thérapeutiques d’un tel BH3 mimétique soit limitées (en dehors éventuellement de

thrombocytoses), WEHI-539 peut-étre utilisé comme un outil pour étudier spécifique Bel-X|..

IV- LE MYELOME MULTIPLE ET LE LYMPHOME A
CELLULES DU MANTEAU

A) Le myélome multiple

Le myélome multiple (MM) se définit par la prolifération clonale de plasmocytes au
niveau de la moelle osseuse. Le MM représente 1% des cancers et 10% des hémopathies
malignes. L’incidence de la maladie est d’environ 5 cas pour 100 000 habitants / an en Europe.
L’incidence de la maladie augmente nettement avec le vieillissement et I’dge médian au
diagnostic de 70 ans. (Moreau et al, 2013) En dépit de progrés considérable dans la
compréhension de la biologie du myélome et dans le traitement, le MM reste une maladie

incurable. (Kumar ef al, 2014)

1) Oncogenése

a) Le plasmocyte : étape ultime de la différenciation lymphoide B

Le plasmocyte correspond 2 la forme la plus mature et la plus différenciée de la cellule
lymphoide B. Les plasmocytes normaux sont le pilier de I’immunité humorale en assurant la

fonction de sécrétion des immunoglobulines.
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Apres le réarrangement VDJ des génes codant pour les immunoglobulines lui conférant
un BCR fonctionnel, la cellule B naive quitte la moelle osseuse. Aprés rencontre avec
I’antigéne, la cellule B activée gagne le centre germinatif des organes lymphoides secondaires.
A ce niveau, les cellules ayant un BCR reconnaissant avec affinité 1’antigéne présenté par le
CMH de classe II des cellules présentatrices d’antigénes, en présence de signaux de co-
stimulation, dont la liaison CD40/CD40 ligand, sont engagés dans le processus de
différenciation. La différenciation plasmocytaire peut également étre initiée par I’activation des
récepteurs de I'immunité innée (Toll-Like Receptors, TLR). La cellule B activée gagne ensuite
la zone sombre des follicules lymphoides et subit prolifération et maturation. A ce niveau, les
cellules B subissent le phénomeéne d’hypermutations somatiques (HMS), sous le contrdle de
’enzyme AID (activation induced deaminase), pour favoriser la diversité du répertoire. Le
phénomene de commutation isotypique (CI) survient également, aboutissant & I’expression des
immunoglobulines G, A D ou E. Les cellules vont ensuite se différencier en plasmablastes
(plasmocytes immatures), ou en cellules B mémoires. Les plasmablastes vont poursuivre leur
différenciation en plasmocytes a longue durée de vie et migrent dans la moelle osseuse. (Boyle
etal,2014)

Ce processus de différenciation est sous le controle de différents facteurs de
transcription. Ainsi, I’expression de BLIMP-1 (B Lymphocyte Induced Maturation Protein-1),
IRF-4 (Interferon Regulatory Factor-4) et XBP-1 (x box binding protein-I) est essentielle 3 ce
processus. (Nutt ef al, 2011) Ce phénoméne s’accompagne également de la diminution de
I’expression de pax5 (paired box gene 5) et de BCL-6.

De maniére intéressante, il a été démontré que la survie des plasmocytes matures est
fortement dépendante de la protéine anti-apoptotique MCL-1. (Peperzak e al, 2013) A
I'inverse, les cellules B mémoires et les plasmocytes migrant vers la moelle osseuse ont été
montré BCL-2/BCL-XL dépendants, et donc sensibles 4 I’ABT-737. (Carrington et al, 2010)

L’équivalent normal du plasmocyte tumoral est le plasmablaste post centre germinatif a
longue durée de vie. Ceci est notamment supporté par la présence d’hypermutations somatiques
du gene des immunoglobulines au niveau des cellules de MM. (Bakkus er al, 1992) La
survenue d’erreurs durant le processus de différentiation plasmocytaire va constituer les

événements oncogéniques aboutissant a I’initiation de la cellule myélomateuse.
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b) Evénements oncogéniques primaires

L’oncogenése du myélome multiple est un processus multi-étapes. Il est démontré
maintenant que le myélome multiple est constamment précédé de phases asymptomatiques de
la maladie, gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS) ou myélome
indolent (SMM). Enfin, le myélome évolue classiquement & terme vers une forme plus
agressive, ol les cellules deviennent indépendantes et quittent I’environnement médullaire
(leucémie a plasmocytes). (Morgan et al, 2012) Cette oncogenése multi-étape, schématisée
dans la figure 20, est sous-tendue par des événements oncogéniques primaires, initiant le
passage cellule saine/cellule tumorale, puis par des événements oncogéniques secondaires,

apportant au plasmocyte tumoral les avantages sélectifs nécessaires a sa survie.

Figure 20: Initiation et progression du myélome multiple

Initiation Progression .
Centre germinatif—> Moelle osseuse > Sang
< - Myélome
_*[ MGUSj_)[ indolent | —
Evénements génétiques
- Translocations IgH
’ liploidi

Evénements génétiques secondaires

- Pertes ou gains chromosomiques

- Modifications épicénéti

d’apres (Morgan et al, 2012)

Ainsi, certains événements oncogéniques, dits primaires, sont retrouvés dés le stade de

MGUS et participent a D’initiation de la cellule myélomateuse: (i) les translocations

chromosomiques impliquant le géne des immunoglobulines, et (ii) I’hyperdiploidie.
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(i) Translocations chromosomiques impliquant le géne des immunoglobulines

Une translocation chromosomique impliquant le géne codant pour la chaine lourde des
immunoglobulines (IgH), localisé en 14q32 est retrouvée chez prés d’un malade sur deux. Ces
translocations semblent provenir d’erreurs lors des processus & haut- risque d’erreur génétique
que constituent ’HMS et la CI. (Bergsagel & Kuehl, 2001)

Ces translocations, résumées dans le Tableau 7, juxtaposent le géne IgH et trois grands
groupes d’oncogenes ainsi surexprimés : cycline D (CCND1 en 11q13 ; CCND2 en 12pl3;
CCND3 en 6p25), MAF (c-MAF en 16q23; MAFA en8q24; MAFB en 20q12) et
MMSET/FGFR3 (4p16). (Bergsagel & Kuehl, 2001)

L’hyperexpression des cyclin D conduit 4 la dérégulation de la transition G1/S du cycle
cellulaire. La translocation t(4 ;14) conduit 4 la surexpression de deux oncogénes, MMSET
(Multiple Myeloma SET) et FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3). Si MMSET est
constamment retrouve surexprimé en cas de t(4 ;14), FGFR3 n’est retrouvé surexprimé que
dans les deux tiers des cas. MMSET a une activité méthyltransferase induisant une
modification de méthylation des histones promouvant la survie cellulaire et la réparation des
dommages a I’ADN. (Brito et al, 2009; Pei et al, 2011) Enfin, la surexpression de MAF
conduit également & promouvoir la prolifération cellulaire (en induisant notamment la cyclin

D2). (Hurt et al, 2004)

Tableau 7: Translocations récurrentes dans le myélome multiple

Type de partenaire | Translocation | Oncogéne Fréquence

t(11;14) CCND1 15%
CYCLINE t(12 ;14) CCND2 <1%

t(6 ;14) CCND3 2%

t(16 ;14) c-MAF 5%
MAF t(8 ;14) MAF-A <1%

t(20 ;14) MAF-B 2%
MMSET t(4;14) MMSET/FGFR3 15%

d’apres (Bergsagel & Kuehl, 2001)

Dans la forme particuliere de myélome multiple que constitue la leucémie a

plasmocytes primaire, la fréquence de ces translocations récurrentes est significativement plus
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importante (prés de 80%) avec notamment une surreprésentation de la t(11 ;14, retrouvée en

médiane selon les séries dans 40% des cas. (Fernandez de Larrea et al, 2013)

(i1) Hyperdiploidie

L’autre grande classe d’anomalie oncogénique primaire retrouvée dans le myélome
multiple est ’hyperdiploidie, retrouvée chez prés de 50% des patients. Elle est définie par un
gain de nombre des chromosomes impairs: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21. Le mécanisme
aboutissant a cette hyperdiploidie est encore inconnu. Une hypothése empruntée a la leucémie

aigue lymphoblastique fait intervenir une catastrophe mitotique avortée. (Onodera et al, 1992)

¢) Evénements oncogéniques secondaires

La survenue des anomalies primaires que sont les translocations récurrentes ou
I’hyperdiploidie ne suffit pas & expliquer la progression de la cellule myélomateuse a travers les
différents stades de la maladie. Ainsi, de nombreux événements oncogéniques secondaires sont

décrits, et résumés dans le tableau suivant.

d) Classification moléculaire du myélome multiple

L’analyse du profil d’expression génique a permis de classer les patients atteints de
myélome multiple en sept groupes moléculaires distincts. (Zhan et al, 2006)

Parmi ces groupes, quatre sont fortement influencés par la translocation récurrente sous-
Jacente: le groupe MS (forte expression de MMSET +- FGFR3), le groupe MF (forte
expression des génes MAF et MAFB), les groupes CDI et CD2 (forte expression des génes
CCNDI ou CCND3, D1 et D2 se distinguant par 1’expression de certains génes, notamment le
CD20). Un cinquiéme groupe HY, correspond aux patients avec hyperdiploidie
chromosomique. Enfin, les deux derniers groupes ne correspondent pas 4 une anomalie
oncogénique primaire sous-jacente mais a une signature fonctionnelle d’expression de géne. Le
groupe PR correspond au groupe de patients sur-exprimant certains génes du cycle ou de la
prolifération. Le groupe LB (low bone disease) se définit moins par une signature d’expression
que par une absence clinique de Iésion osseuse chez les patients de ce groupe. Les groupes MF,

MS et PR sont associés a un pronostic défavorable.
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Tableau 8: Evénements oncogéniques secondaires retrouvés dans le myélome multiple

Mécanisme Chromosome / géne impliqué Fréquence

1q (CKS1B, ANP32E) 40%

Gains chromosomique 12p (LTBR) -
17q (NIK) -
1p (CDKN2C, FAF1, FAM46C) 30%
6q 33%
&p 25%

Pertes chromosomiques 1a (BIRC2, BIRCS) 7
13 (RB1, DIS3) 45%
14q (TRAF3) 38%
16q (CYLD, WWOX) 35%
17p (TP53) 8%

Translocations secondaires | t(8 ;14) -

Evénements épigénétiques | Hypométhylation globale -

NRAS 21%

KRAS 28%

BRAF 4%
Mutations

MYC 1%

NFKB activating mutations -

PI3K/Akt dysregulation -

d’aprés (Morgan et al, 2012)

e)_Perturbation de I’apoptose dans le MM

A P'instar de la majorité des cancers, la surexpression des protéines anti-apoptotiques est
retrouvée dans le myélome multiple et participe & la progression tumorale et 4 la résistance au
traitement.

Ainsi, il a été montré tant au niveau protéique qu’au niveau ARN que Mcl-1 est
surexprimée par les plasmocytes tumoraux en comparaison avec les plasmocytes normaux.
(Wuilléme-Toumi et a/, 2005; Munshi et al, 2004) Par technique d’ARN interférence, il a été
montré que la survie des cellules de myélome était compromise par une extinction de Mcl-1,

mais non par une extinction de Bcl-2 ou Bel-X;. (Derenne et al, 2002) L’expression de Mcl-1
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s’accentue avec la progression de la maladie et confére un pronostic défavorable. (Wuilléme-
Toumi et al, 2005) Enfin, I’expression de Mcl-1 est associée & la résistance au bortezomib, une
drogue majeur du traitement du myélome. (Podar et al, 2008)

Si Mcl-1 tient un réle majeur dans la pathogénie du MM, il a été montré que certaines
lignées tumorales ou échantillons primaires de MM sur-expriment Bcl-2. (Bodet et al, 2010)
L’expression de Bcl-2 est corrélée a 1’expression de la protéine BH3 only BIK. Cette derniére
induit I’apoptose des cellules de MM en dissociant les complexe Bcl-2/Bim ou Bim/Bel-X;.
Comme il le sera détaillé dans les parties résultats et discussion, il est démontré que les
plasmocytes d’un sous-groupe de patients sont Bcl-2 dépendant, et sensibles a I’ABT-737
ciblant Bcl-2. (Bodet et al, 2011; Morales ef al, 201 1)

f)_ Evolution clonale

La sensibilité¢ actuelle des techniques de séquengage du génome ou de I’exome ont
confirmé que le myélome multiple était une maladie trés complexe génétiquement. Chaque
échantillon de patient présente en moyenne 35 mutations impliquant une modification de
seéquence d’acides aminés et 21 réarrangements chromosomique. (Chapman et al/, 2011)

Ces techniques ont également confirmé la coexistence chez un méme patient de sous-
clones distincts génétiquement. La sélection clonale au cours de la progression de la maladie et
des différents traitements s’effectue par embranchements de maniére darwinienne, par laquelle
le sous-clone le plus adapté 4 la pression de sélection devient majoritaire. (Egan et al, 2012;

Keats et al, 2012; Magrangeas et al, 2013)

g) Interactions avec le microenvironnement

(i) Destruction osseuse via la rupture de la balance ostéogenése/ostéolyse. La lyse
osseuse est I'une des caractéristiques cliniques du myélome multiple symptomatique. En
physiologie, il existe un équilibre entre I’ostéogenése (assurée par les ostéoblastes) et la
résorption osseuse (assurée par les ostéoclastes). Les ostéoclastes sont notamment activés par
leur récepteur RANK (Receptor Activator of NF-kB) aprés fixation du RANK ligand. Cette
activation est régulée négativement par la protéine ostéoprotégérine qui limite la fixation du
RANK ligand sur son récepteur. Chez les patients atteints de myélome, les cellules tumorales

induisent une augmentation de la synthése de RANK ligand et une diminution de la synthése
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d’ostéoprotégérine aboutissant & ue augmentation de ’activité ostéoclastique. (Giuliani et al,
2001) On note de plus une inhibition de I’activité ostéoblastique via la synthese de DKK-1 par
les plasmocytes. (Oshima et al, 2005) Enfin, I’augmentation de synthése de la cytokine MIP1-q

favorise ce déséquilibre et ainsi la lyse osseuse. (Raje & Roodman, 2011)

Figure 21: Rupture de la balance ostéogenése/ostéolyse dans le myélome
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adapté de raje & Roodman, 2011

(ii) Réle de support du microenvironnement médullaire. Les interactions avec les
cellules stromales sont essentielles 4 la survie, & la prolifération et a la résistance aux drogues
des plasmocytes tumoraux. Ainsi, les interactions directes entre les molécules d’adhésion des
plasmocytes (Syndecan-1 (ou CD138), VLA-4 (very late antigen 4)) et le tissu conjonctif ou
les cellules stromales (via VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1 ) activent des voies de
signalisation promouvant le cycle cellulaire et la survie tumorale. (Manier e al, 2012) Deux
facteurs de croissances majeurs des plasmocytes tumoraux sont I’interleukine-6 (11-6) et
Vlnsulin like Growth Factor-1 (IGF-1). L’1l-6 est majoritairement produite par les cellules
stromales médullaires et induit notamment 1’expression de protéines anti-apoptotiques, dont
MCL-1. (Puthier ez al, 1999b) L’IGF-1, produit & la fois par les cellules stromales et les
plasmocytes se lie au récepteur de I'IGF-1 (IGF-1 R) exprimé par les plasmocytes. Cette boucle
autocrine et/ou paracrine IGF-1/IGF-1 R est critique pour la survie des cellules myélomateuses.
(Sprynski ef al, 2009) Enfin, le VEGF (vascular endothelial growth factor), synthétisé par le
microenvironnement, est également une cytokine impliquée dans la survie des plasmocytes

tumoraux, via notamment 1’expression de Mcl-1.(Le Gouill et al/, 2004)
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2) Aspects diagnostiques

a) Critéres diagnostiques

Selon les critéres internationaux, le diagnostic de myélome multiple symptomatique est
définit par la présence d’une plasmocytose médullaire supérieure & 10%, d’une sécrétion
d’immunoglobuline monotypique et de I’existence d’une atteinte d’organe (CRAB) attribuée a
la maladie : hypercalcémie (C), insuffisance rénale (R), anémie (A), lésions osseuses (B).
(Dimopoulos et al, 2011) L’immunoglobuline monoclonale est détectée par électrophorése des
protéines du serum ou des urines et caractérisée par immuno-fixation. En cas de myélome a
chaines légeres, il sera réalisé un dosage des chaines légéres libres sériques. Les stades de
MGUS et SMM sont caractérisés par I’absence de signes CRAB. Les critéres diagnostics sont
rappelés dans le Tableau 9.

Tableau 9: Critéres diagnostiques des gammapathies monoclonales

Myélome Multiple
indolent

Myélome Multiple

symptomatique
Composant monoclonal <30¢g/L >30g/L Présent
ET ET/0OU ET
Plasmocytose médullaire <10% >10% >10%
Atteinte d’organe = « CRAB » Absente Absente Présente

l

HyperCalcémie: calcémie > 11,5 mg/dL ou 2,65 mmol/L
Insuffisance Rénale: créatininémie > 2 mg/dL ou > 160 pmol/L
Anémie : taux d’hémoglobine < 10 g/dL ou >2 g/dL en dessous de la valeur habituelle

Lésion osseuse (Bone lesion): lyse osseuse, ostéopénie séveére, fracture pathologique

WrAaO

Enfin, I’entité particuliére qu’est la leucémie a plasmocyte se définit par la présence
d’une plasmocytose sanguine supérieure 2 2000 plasmocytes/mm3, ou supérieure a 20% des

leucocytes sanguins. (Ferndndez de Larrea et al, 2013)
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b) Cytologie et immuno-phénotype

Sur le plan cytologique, les plasmocytes ont souvent un aspect normal, avec un
cytoplasme basophile et un noyau excentré en raison de I'important appareil de Golgi. Les
plasmocytes tumoraux sont parfois dystrophiques : présence de nucléoles, cellules bi-nuclées.
Les immunoglobulines apparaissent parfois dans le cytoplasme sous forme de multiples
vacuoles (cellules de Mott), d’une grande sphére homogeéne (corps de Russell) ou de batonnets.
L’aspect morphologique fait parfois évoquer certaines anomalies cytogénétiques sous-jacentes :
morphologie lympho-plasmocytoide évoquant une t(11,14) ou morphologie plasmablastique
avec chromatine lache évoquant une t(4,14). (Garand et al, 2003) La plasmocytose médullaire

doit étre supérieure ou égale a 10% pour le diagnostic de myélome multiple symptomatique.

Figure 22: Aspects cytologiques des plasmocytes

Avec la permission du Dr Richard Garand. Coloration May Grunwald Giemsa. a: type mature, b : type

lymphoplasmocytoide, ¢ : type immature plasmablatique.

Sur le plan phénotypique, les plasmocytes sont caractérisés par la co-expression du
CD38 et du CD138. Dans le myélome, des marqueurs de surface sont anormalement exprimés
(CD28, CD56) ou perdus (CD27). (Bataille ef al, 2006) De plus, les plasmocytes tumoraux
présentent une restriction isotypique de I’immunoglobuline, soit kappa soit lambda. Enfin, une
expression abetrante du CD20 est essentiellement retrouvée dans les cas de myélome avec

translocation t(11 ;14). (Robillard et al, 2003)
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Tableau 10: Immuno-phénotype des plasmocytes normaux ou anormaux

Plasmocytes | Plasmocytose Myélome Leucémie a
Normaux | Réactionnelle Multiple plasmocytes
CD138 +++ +++et - +++ ++
CD38 +++ +++ +++ +++
CD28 - - + +
CD56 - - +++ -
CDh19 + + - -
CD27 + + + /- -
CD45 + + - -

- : non exprimé, + : exprimé, +++ : fortement exprimé
Issu de (Bataille et al, 2006)

c) Cytogénétique

En pratique clinique, le caryotype standard est souvent un ¢chec (prés de 80% des cas)
en raison de la difficulté d’obtenir un nombre suffisant de mitoses analysables. Il permet
néanmoins d’obtenir 1’information de 'hyperdiploidie. La technique la plus sensible
recommandée est I’hybridation par fluorescence in sity (FISH), ciblée sur les anomalies
chromosomiques ayant un impact pronostic connu : translocation t(4 ;14), (14 ;16) et délétion

du chromosome 17. (Dimopoulos ez al, 2011)

3) Présentation clinique

Il est maintenant établi que le myélome multiple est constamment précédé d’une phase
asymptomatique indolente ou MGUS. (Weiss ef al, 2009) Le risque de progression de MGUS
vers le stade myélome est d’environ 1% par an. Le risque de progression du stade de myélome
indolent vers le stade de myélome symptomatique et plus hétérogene : il est de 10%/an les 5
premicres années, 3% / an les 5 suivantes puis rejoint le risque des MGUS, soit environ 1% par

an. (Kyle et al, 2007).
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Les principaux symptomes du myélome multiple symptomatique sont les douleurs
osseuses et le syndrome anémique. Les Iésions osseuses sont présentes chez prés de 80% des
patients au diagnostic. (Kyle et al, 2003) En dehors de la douleur, les risques majeurs liés aux
lésions osseuses et mettant en jeu le pronostic vital ou fonctionnel sont I’hypercalcémie et le
risque de fracture vertébrale avec compression médullaire. Le bilan osseux est systématique et
comprend au minimum des radiographies du squelette axial et des os longs et au mieux une
imagerie par résonance magnétique nucléaire. Une autre complication, rarement
symptomatique, est I’insuffisance rénale présente dans 20% des cas au diagnostic. En dehors du
risque vital 1ié 3 cette complication, sa persistance compromet I’utilisation de certains
traitements du myélome, tel le melphalan. Enfin, le déficit immunitaire constant
(immunoparésie, lié aux traitements etc) entraine un risque élevé de complications infectieuses,

constituant la premiére cause de mortalité chez ces patients.

4) Aspects pronostiques

En dehors des critéres liés au patient (4ge, comorbidités), plusieurs critéres biologiques
liés au myélome influencent fortement 1a survie des patients.

Le index pronostic international ISS (International Staging System) est un score
pronostic simple, basé sur la dosage de I’albumine et de la P2 microglobuline sériques, qui

identifie trois groupes de patients au pronostic trés différent. (Greipp et al, 2005) (Tableau 11)

Tableau 11: International Staging system

| __ Criteres :

I Albumine > 35 g/L 62
P2umicroglobuline < 3,5 mg/L

II Ni I ni I1I 44

1II B2umicroglobuline > 5,5 mg/L 29

Les anomalies cytogénétiques ont ¢galement un fort impact pronostique. Ainsi, la
translocation t(4 ;14) et la délétion 17p, recherchées par technique de FISH, sont associées a

une survie défavorable. (Avet-Loiseau ez al, 2007)
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La combinaison de I’ISS, de ces anomalies cytogenctiques, et du taux de LDH permet
d’identifier un sous groupe de patient au pronostic trés défavorable malgré un traitement
intensif. (Moreau et al, 2014) Plus récemment, I’impact négatif de la délétion du chromosome

1p a été démontrée.

Figure 23: Impact pronostic des anomalies cytogénétiques

L
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Del 17p/t(4;14) ou B2m élevée

5.5 Del 17p/t(4;14) et f2m élevée

L S S —

¢ 12 4 ] ¥ 40 4% £ )
Abscisse : mois, Ordonnée : % de patients vivants. Cohorte de patients traités de maniére intensive

(autogreffe)
d’aprés (Avet-Loiseau et al, 2007)

L’analyse des différents profils d’expression génique apporte également des
informations pronostiques, mais d’utilisation en routine plus difficile. (Zhan et al, 2006:

Decaux et al, 2008)
Enfin, et de maniére assez classique en onco-hématologie, la qualité de la réponse

obtenue apres traitement est également un puissant facteur pronostic. (Harousseau et al, 2009)

5) Prise en charge thérapeutique

a) Abstention — surveillance

A ce jour, seul le myélome multiple symptomatique reléve d’un traitement. Pour les

55



patients atteints de MGUS ou de myélome indolent, une attitude d’abstention-surveillance est
justifiée. Cependant, pour le stade de myélome indolent, certains critéres basés sur I’imagerie
(IRM), le % de plasmocytes médullaires, la cytométrie (rapport plasmocytes normaux /
anormaux), ou sur un ratio de chaine légeres libres trés déséquilibré, permettent d’identifier un
sous groupe de patient 4 trés haut-risque de progression (temps médian avant progression
inferieur a un an). (Dispenzieri et al, 2013) Une étude a récemment démontré le bénéfice d’un

traitement précoce pour ces patients SMM a haut risque. (Mateos ez al, 2013)

b) Traitement de premiére ligne

La survie des patients a significativement augmentée au cours des derniéres anndes. Le
premier gain significatif en survie a été lié a Iutilisation du melphalan (agent alkylant) a forte
dose avant greffe de cellules souches autologues au cours des années 1990. Le deuxiéme bond
significatif de la survie a eu lieu au début des années 2000, grace a I'utilisation des « nouvelles
molécules » : le bortezomib (premier inhibiteur du protéasome), et le thalidomide (agent
immunomodulateur aux propriétés anti-inflammatoires, anti angiogéniques et antitumorales).
Le lenalidomide a également été développé, molécule analogue du thalidomide, mais
présentant une plus grande efficacité anti-tumorale et une absence de neurotoxicitg.

Le traitement actuel du myélome multiple repose sur ces trois piliers : inhibiteur du
protéasome  (bortezomib), agent immunomodulateur (thalidomide,  lenalidomide,
pomaldomide), agent alkylant (cyclophosphamide, melphalan), en association avec une
molécule corticostéroide (prednisone ou dexamethasone).

En dépit des progrés majeurs dans la connaissance de la biologie du myélome et des
critéres pronostics, le choix du traitement repose encore essentiellement sur I’dge du patient et
ses comorbidités.

Chez les patients de moins de 65 ans, le traitement de premiére ligne repose
actuellement sur un traitement d’induction a trois drogues (inhibiteur du protéasome, agent
immunomodulateur ou endoxan, dexamethasone) suivie d’une autogreffe conditionnée par du
melphalan forte dose puis d’un traitement de consolidation calqué sur la phase d’induction.
(Moreau & Touzeau, 2013)

Chez les patients de plus de 65 ans ou inéligibles & une autogreffe, plusieurs traitements
peuvent étres recommandés en premiére ligne: la combinaison melphalan-prednisone-

thalidomide (Facon er al, 2007), la combinaison melphalan-prednisone-bortezomib (San
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Miguel ez al, 2008), ou la combinaison lenalidomide-dexamethasone Jusqu’a progression.
(Benboubker et al, 2014)

¢) Traitement de la rechute

Lors de la rechute, la reprise d’un traitement comprenant des molécules donnédes en

premicre ligne est une option en fonction de la durée et de la qualité de Ia réponse initiale.

De nombreuses nouvelles molécules sont en cours développement, ou déja approuvées
par les instances sanitaires. Parmi les plus prometteuses ont peut citer :

(i) Le pomalidomide. Le pomalidomide est un agent immunomodulateur de Ia famille
du thalidomide et du lenalidomide ayant démontré un bénéfice de survie modéré mais
significatif chez des malades en rechute. (San Miguel er al, 2013) 11 s’agit d’une molécule
orale.

(i) Le carfilzomib. Le carfilzomib est un inhibiteur du protéasome de nouvelle
génération ayant I’avantage de ne pas avoir la toxicité neurologique du bortezomib. Le
carfilzomib est approuvé aux états unis pour le traitement des patients en rechute. (Moreau ef
al, 2012)

(iii) /’ixazomib (ou MLN9708) est également un inhibiteur du protéasome de nouvelle
geénération, disponible par voie orale, et ayant une faible neurotoxicité. (Richardson et al, 2014)

(tv) L’elotuzumab (anti CS-1) et le daratumumab (anti CD38) sont deux anticorps
monoclonaux trés prometteurs et aux profils de tolérance excellents actuellement en cours
d’essais cliniques de phase 3. (Moreau & Touzeau, 2014)

(v) ARRY-520, membre d’une nouvelle classe thérapeutique : inhibiteur de KSP
(kinesin spindle protein). ARRY-520 a démontré des taux de réponse significatifs en
monothérapie chez des patients en rechute et profite actuellement d’un développement clinique

rapide. (Owens, 2013)

B) Le lymphome a cellules du manteau

Le lymphome a cellules du manteau (LCM) appartient aux lymphomes malin non-
hodgkinien (LNH) de phénotype B. Le LCM n’est individualisé au sein des hémopathies
lymphoides qu’en 2001. Cependant, ses particularités cytologiques, phénotypiques,
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pronostiques, associées 3 la présence de la t(11 ;14) avaient été rapportées prés de dix ans
avant.

Le LCM représente environ 7% des LNH de I’adulte, avec une incidence en 1égére
augmentation ces deriéres années. (Zhou et al, 2008) Une étude récente de registres frangais a
confirmé une nette prédominance masculine (environ 2/1) et un dge médian au diagnostic de 72
ans. (Leux et al, 2014) Initialement considéré comme un lymphome de bas-grade, le LCM est
actuellement considéré, en raison de son histoire naturelle, comme un lymphome agressif. En
effet, en dépit des progres dans les traitements, la rechute reste constante, et la survie globale

n’excéde pas 7 ans. (Dreyling et al, 2014)

1) Oncogenése

a) Cellule d’origine et modéle d’oncogenése

La translocation t(11 ;14) est considérée comme I’événement oncogénique primaire du
LCM. Elle survient au niveau de la cellule lymphoide pré B, au niveau de la moelle osseuse,
lors du phénomeéne de recombinaison VDJ de la région variable du géne codant pour la chaine
lourde des immunoglobulines (IGVH, ImmunoGlobulin Variable Heavy chain). (Welzel et al,
2001) L’équivalent normal de la cellule tumorale du LCM était considéré étre 1a cellule B naive
CDs5 IgM/IgD +, colonisant la zone du manteau des follicules lymphoides. (Jares er al, 2012)
Cette origine pré-germinative duy LCM était sous-tendue par la faible fréquence de mutations
somatiques du géne codant pour la partie variable de la chaine lourde des immunoglobulines.
(Jares et al, 2007) Cependant, des études récentes ont montré qu’une hypermutation du BCR
etait présente dans 15 3 40 % des cas, avec une restriction d’usage du géne IGVH, suggérant un
réle important de I’antigéne dans 'oncogenése de certains LCM. (Walsh et al, 2003;
Hadzidimitriou et al, 201 1) Le sous-groupe de LCM présentant un BCR muté et n’exprimant
pas le facteur de transcription SOX11 semble correspondre a un modeéle d’oncogenése 2 part,
corr€lé & un pronostic favorable, (Navarro ez al, 2012) L’oncogenése du LCM est un processus
multi-étapes, ol I’accumulation d’anomalies génétiques entraine une dérégulation du cycle et
des mécanismes de mort cellulaire, sous-tendant I’évolution de formes indolentes vers des

formes plus agressives de la maladie. (Figure 20)
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Figure 24: Proposition de modéle d'oncogenése du LCM
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Légende : La cellule pré-B présentant dans la grande majorité des cas une translocation t(11 ;14) colonise la zone
du manteau des follicules lymphoides et générent un LCM in situ. (i) La plupart des formes de MCL évoluent a
partir de ces cellules ayant pas ou peu de mutations hyper-somatiques du BCR. Ces cellules sont caractérisées par

une forte expression de SOX11. Ces formes sont instables génétiquement et acquiérent des anomalies du cycle
formes de LCM proviennent de cellules étant entrées dans le centre germinatif et ayant vécu le phénomeéne

d’hyper-mutations somatiques. Ces formes, exprimant faiblement SOXI11, sont plus stables génétiquement, et

correspondent a des LCM plus indolents, classiquement & présentation médullo-sanguine.
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b) La translocation t(11;14)

Le LCM est caractérisé par la translocation réciproque entre les chromosomes 11 et 14
(t(11 ;14)), qui juxtapose le géne BCL-1 (1 1q13) et le gene codant pour les chaines lourdes des
immunoglobulines (14q32). Cette translocation réciproque conduit & la surexpression de la
protéine cycline D1, codée par BCL-1, jouant un réle majeur dans le contrble du cycle
cellulaire des cellules de LCM. (Jares et al, 2007) En effet, la protéine cycline D1 se lie aux
protéines kinases Cyclin Dependant Kinase (CDK) 4 et CDK6, formant un complexe
phosphorylant la protéine du rétinoblastome 1 (RB1). Cette phosphorylation de RB1 va
permettre la libération du facteur de transcription E2F, induisant le passage du cycle cellulaire
de la phase G1 a la phase S. (Jares et al, 2012) La libération d’E2F provoque également
'accumulation de complexe cyclin E/CDK2, inhibant de maniére irréversible RB1. (Harbour
and Dean 2000, Jares and Campo 2008). Les altérations géniques secondaires fréquemment
retrouvees dans le LCM (altération de p53, de P27, surexpression de Skp2) contribuent & cette
physiopathologie. (Figure 20)

Figure 25: Conséquence de la translocation t(11;14) sur le cycle cellulaire dans le
lymphome 2 cellules du manteau

1(11;14)

v

Complexe Cyclin D1 - cnml?]

B I Complexe Cyclin E - CDK2 i

T i
i J
)

\‘\"\~°

RB - |

O gk |
E2F| T 1

e

gh Cycle Cellulaire

!.
\ bl EOF e f ’
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rouges indiquent les modifications retrouvées dans le LCM.
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d’apres (Jares et al, 2012)

Bien que non spécifique, la translocation t(11 ;14) est retrouvée dans I’immense
majorité des LCM. De maniére intéressante, les rares cas de LCM sans translocation t(11;14)
ont une surexpression d’une autre protéine cycline (cyclin D2 ou D3) suggérant un mécanisme
alternatif de tumorogenése. (Fu et al, 2005) La translocation t(11 ;14) n’explique pas a elle
seule I’oncogenése du LCM. La présence du réarrangement Bel-1- IgH peut-étre détectée par
PCR jusqu’da 7% des sujets sains. (Lecluse et al, 2009) Ainsi, d’autres éveénements

oncogéniques sont nécessaires 2 la transformation de la cellule lymphoide en LCM.

¢) Inhibition de I’apoptose

La dérégulation de I’apoptose est constante dans le LCM. Ainsi, I’analyse de profil
d’expression de géne a montré que les cellules tumorales du LCM sur-expriment fortement
BCL-2 en comparaison avec des cellules B normales. (Ek et al, 2002; Hofmann et al, 2001) La
surexpression de BCL-2 au niveau protéique par les cellules primaires de LCM a été confirmée.
(Tracey et al, 2005) Ces données apportent le rationnel de 1’étude de 1’activité de BH3
mimétiques ciblant BCL-2 dans le LCM. Le réle de MCL-1 dans la résistance au bortezomib a
¢galement été rapporté. (Pérez-Galan et al, 2006) Sur le plan clinique, il a été montré que les
formes agressives de LCM ont un niveau d’expression élevé de MCL-1 (Khoury, et al 2003).
(Khoury et al, 2003) De plus, des délétions homozygotes du BH3-only pro-apoptotique BIM
ont €té retrouvées chez environ un tiers des biopsies ganglionnaires de patients atteints de
LCM. (Mestre-Escorihuela et al, 2007) Enfin, la dérégulation de la dégradation de NOXA par
le protéasome participe a la survie des cellules de LCM. (Dengler et al, 2014) La voie
extrinséque de I’apoptose participe également a ’oncogenése du LCM. En effet, il a été montré
une sous-expression de FADD dans le LCM. (Hofmann et al, 2001) Enfin, ’activation des
récepteurs de TRAIL permet de déclencher ’apoptose de lignées cellulaires de LCM. (Roué ez
al, 2007)

d) Activation de la voie du BCR.
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En physiologie, 1’activation de la voie du BCR (B Cell Receptor) entraine ’activation
des enzymes clés de cette voie : SYK (Spleen Tyrosine Kinase), LYN, BTK (Bruton Tyrosine
Kinase), PKC (Protein Kinase C), PLCy2 (Phospholipase C-y2). Cette cascade conduit & la
survie et a la prolifération cellulaire notamment via I’activation des voies NFAT (Nuclear
Factor of Activated T-cell), NFx-B, RAS et PI3K/Akt. (Hendriks et al, 2014) La voie du BCR
est activée de maniére constitutionnelle dans le LCM. Ainsi, certaines enzymes clés de cette
voie : SYK, LYN et PKC, sont constitutivement phosphorylées chez certains patients. (Pighi ez
al, 2011) De plus, ’enzyme BTK est fortement exprimée par les cellules de LCM. (Cinar ef al,
2013) L’utilisation d’inhibiteurs de BTK, tel I’ibrutinib, réduit la viabilité des cellules de LCM,
a la fois par une action antitumorale directe, mais ¢galement via une interaction avec le micro-
environnement tumoral. (Cinar ef al, 2013; Chang et al, 2013) 11 a récemment été montré que
Iactivation classique ou alterne de la voie NFx-B conditionne la sensibilité aux inhibiteurs de
la voie du BCR. (Rahal et al, 2014)

€) Activation de la voie PI3K/Akt/mTOR.

La voie de signalisation phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K)/Akt joue un rdle majeur
dans la division et la survie cellulaire. Cette voie de signalisation est impliquée dans
I’oncogenése de nombreuses tumeurs malignes. L activation, par des facteurs de croissance, de
protéines kinases transmembranaires déclenche 1’activité catalytique de la PI3K. L’activation
de la PI3K entraine (1) une cascade de seconds messagers tel le phosphatidyl-inositol, jouant
un réle majeur dans la croissance et la survie des tumeurs, (2) ’activation de la protéine kinase
Akt, régulant la prolifération et ’apoptose cellulaire et (3) lactivation de la voie mTOR
(mammalian Target of Rapamycin). Il a été montré par étude de profil d’expression génique
une activation de la voie PI3K/AKT dans le LCM. (Rizzatti e al, 2005) De plus, I’activation de
la voie PI3K/AKT a été associée 4 la perte d’expression du géne PTEN (Rudelius, et al 2006).
(Rudelius et al, 2006) L’activation anormale de la voie mTOR dans le LCM est associée a une

augmentation de la prolifération et de la survie cellulaire. (Peponi et al, 2006)
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f) Anomalies de réparation des dommages a I’ADN

Les analyses de profil d’expression génique ont révélé que le LCM était une hémopathie
de haute instabilité génomique. Les anomalies retrouvées concernent notamment les génes
impliqués dans le processus de réparation de dommages & ’ADN. Ainsi, les génes TP53 et
ATM, fortement impliqués dans, sont fréquemment retrouvés mutés chez les patients atteints
de LCM. (Bea et al, 2013) Ces mutations conférent un grand avantage sélectif et sont
considérées comme driver lors de I’oncogenése. Par ailleurs, CD4K et MDM2, régulateurs
négatifs de TP53, sont également fréquemment altérés chez les patients, et sont associés a une

forme agressive de la maladie. (Hernandez et al, 2005)

2) Aspects diagnostiques

a) Anatomo-pathologie

Le diagnostic de LCM repose sur ’analyse anatomo-pathologique du tissu tumoral, au
mieux du tissu ganglionnaire. La prolifération tumorale intéresse la zone du manteau des
follicules. Selon I’architecture de 1’envahissement tumoral, on distingue la forme de la zone du
manteau, la forme nodulaire et la forme diffuse. (Swerdlow et al, 2008) Sur le plan
cytologique, la forme classique représente 80 a 90% des cas. (Tableau 7) Elle est caractérisée
par un infiltrat lymphoide monomorphe, constitué de cellules de taille petite & intermédiaire
d’aspect centrocytique. De cette forme classique se distinguent les formes blastoide et
pléomorphe. La forme blastoide, retrouvée chez 10 a 20% des patients, est caractérisée par la
présence de cellules d’aspect lymphoblastique avec un index de prolifération élevé
(nombreuses images de mitoses, positivité du marquage Ki-67 >40%). La forme blastoide est
associée a un pronostic défavorable. (Bernard et a/, 2001)

En immuno-histochimie, la présentation du LCM est caractéristique avec expression des
antigénes B matures (CD19, CD20) et des antigénes CD5 et CD43. L’expression d’immuno-
globuline de surface (IgM/IgD) est habituellement intense et le plus souvent associée a la
chaine légere A. L’expression du CD23 est généralement négative. Les marqueurs du centre
germinatif (CD10, BCL6, MUM-1) sont négatifs dans le LCM. Enfin, la positivité de

I’antigéne BCL-1 est caractéristique du LCM. L’index de prolifération, évalué par marquage de
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Ki67, est généralement faible dans les formes classiques, et beaucoup plus élevé dans les

formes blastoides et pléomorphes.

Tableau 12: Formes morphologiques du LCM

Forme cytologique Caractéristiques

Classique Cellules monomorphes, de taille petite & moyenne. Noyau irrégulier,
encoché, plus ou moins nucléolé, a chromatine dispersée. Cytoplasme peu
abondant. Présence possible de rares cellules tumorales de plus grande
taille et de rares images de mitose.

Petites Cellules Cellules tumorales rondes, monomorphes, de petite taille ressemblant aux
cellules de lymphome lymphocytique. Chromatine mottée, condensée.

Blastoide Cellules de taille intermédiaire & grande. Noyau pius ou moins irrégulier.
Chromatine lache a fine avec nucléoles. Cytoplasme peu abondant. Index
mitotique élevé avec présence d'images de corps apoptotiques. Aspect
souvent difficile a ditinguer d'un lymphome & grandes cellules B ou
lymphoblastique.

Pléomorphe Nombreuses cellules de taille intermédiaire a grande avec grands
nucléoles. Cytoplasme peu abondant

d’aprés Bertoni and Ponzoni (Bertoni & Ponzoni, 2007)

b) Cytologie et immunophénotype

Le LCM est caractérisé par la fréquence importante de cellules tumorales circulantes.
La présence d’une phase leucémique de LCM (lymphocytose quantitativement ou
morphologiquement anormale) est présente dans 20% a 70% des cas. (Andersen et al, 2002;
Samaha ef al, 1998). L’aspect cytologique retrouve la présence de cellules lymphoides
anormales trés pléomorphes, de taille petite & moyenne. Le noyau est irrégulier, encoché voir
clivé. La chromatine est lache, mal mottée, avec présence de nucléoles de taille et en nombre
variables. Le cytoplasme est parfois abondant, peu basophile, sans granulations. Dans la forme
blastoide, les cellules anormales sont plus grandes, pourvues d’une chromatine plus lache voir
fine, conférant a ces cellules une allure blastique, ressemblant a celles d’une leucémie aigiie

lymphoblastique ou d’un lymphomes a grandes cellules B.
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Figure 26: Aspect cytologique des cellules de LCM

13-

Aspect cytologique de cellules circulantes du LCM (avec la permission du Docteur R. Garand) la et 1b : forme
blastoide de LCM. 2a et 2b : forme classique de LCM. Coloration May-Griinwald- Giemsa. Objectif x40,

L’immunophénotype des lymphocytes tumoraux du LCM, bien que non spécifique est
évocateur : CD19+, CD20++, CD5+, CD23-, CD10-, CD79b++, FMCT7+, slg++, CD38+. Les
cellules de LCM sont CD200 négatives, ce qui contribue au diagnostic différentiel avec la
LLC. (Alapat et al, 2012)

¢) Cytogénétique

La mise en évidence de la translocation t(11 ;14) est essentielle pour poser le diagnostic
de LCM. En raison d’un faible index mitotique des cellules tumorales, la sensibilité de la
cytogénétique conventionnelle (réalisation du caryotype) est décevante (environ 70%). (Leroux
et al, 1991) La technique actuelle de référence pour le diagnostic cytogénétique du LCM est
I’hybridation fluorescente in situ (FISH). Il s’agit d’une technique simple, rapide, nécessitant
du matériel frais ou congelé, et d’une sensibilité excellente de quasi 100%. (Avet-Loiseau ef al,

1998) La cytogénétique conventionnelle retrouve des anomalies cytogénétiques surajoutées a la
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t(11 ;14) dans prés de 80% des cas. (Sarkozy et al, 2014) Parmi les anomalies fréquemment
retrouvées, on note la délétion du chromosome 13 (25%), du chromosome 9 (40%), et la
délétion du chromosome 17 (P53) (20%). Un caryotype complexe (> 3 anomalies) est retrouvé
chez prés de 70% des patients. Les anomalies géniques et chromosomiques ont été analysées
par technique de profil d’expression génique, PCR, CGH array. (Jardin et al, 2009; Rubio-
Moscardo et al, 2005; Rinaldi ez al, 2006) Les principales anomalies retrouvées concernent des
pertes d’expression de génes suppresseurs de tumeurs : 17p13 (TP53), 11q22-q23 (ATM),
9p21-p22 (CDKN2A). Les principaux gains d’expressions sont des régions chromosomiques
sicge d’oncogénes : 8q21 (MYC), 9922 (SYC), 18q11-g23 (BCL2).

3) Présentation clinique

Les patients présentant un lymphome a cellules du manteau ont le plus souvent un état
général conservé. Les symptomes B (sueurs nocturnes, fiévre, perte de poids significative) sont
rares (environ 15%). La maladie est le plus souvent étendue au diagnostic : atteinte
ganglionnaire diffuse dans prés de 60% des cas, stade Ann Arbor III/IV dans preés de 90% des
cas, atteinte ostéo- médullaire dans pres de 80% des cas. Une splénomégalie est retrouvée chez
un patient sur deux environ, une hépatomégalie chez un patient sur six. (Bosch et al, 1998;
Samaha et al, 1998) L’une des particularités cliniques du LCM est D’atteinte digestive
préférentielle. La présence de symptomes digestifs (diarrhée, douleur abdominale, hémorragie
digestive) est retrouvée chez environ un quart des patients. Cependant, la recherche
systématique par endoscopie avec biopsies permet de documenter Iatteinte digestive du LCM
dans prés de 90% des cas. (Romaguera ef al, 2003)

Sur le plan biologique, I’hémogramme retrouve anémie (<12 g/dL) et thrombopénie
(<100 000/mm3) dans respectivement 35 et 10% des cas. (Samaha et al, 1998) Une
lymphocytose > 4000/mm3 est retrouvée chez prés d’un malade sur cing. Le taux de LDH est
supérieur 4 la normale dans 40% des cas. La f2microglobuline est élevée dans prés de 50% des

cas.
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4) Aspects pronostiques

De nombreux facteurs pronostiques ont été décrits dans le LCM. En 2008, Hoster et al
ont publié un score pronostic basé sur des variables clinico-biologiques simples appelé MIPI
(Mantle cell lymphoma International Prognostic Index) déterminé sur une population de 455
patients. Les parameétres du score MIPI sont I’4ge, le PS, le taux de LDH et la leucocytose. Ce
score permet de classer les patients en niveau de risque bas, intermédiaire et élevé avec des
survies médianes respectivement non atteinte, de 51 mois et 21 mois. (Hoster ez al, 2008) La
valeur de ce score a ét¢ récemment confirmée par 1’analyse de plusieurs essais prospectifs.
(Hoster et al, 2014)

Sur le plan morphologique, la forme blastoide est également corrélée a une survie
inférieure. (Bernard et al, 2001)

Sur le plan cytogénétique, la présence d’anomalies de p53 est associée & un pronostic
défavorable. (Hernandez et al, 1996; Sarkozy et al, 2014) Un score pronostic basé sur
’expression de cinq génes (RAN, MYC, TNFRSF10B, POLE2, SLC29A2) a également été
rapporté. (Hartmann et al/, 2008) Enfin, des anomalies de nombre de copies de génes (gain de
CDK2/MDM2, perte de CDKN2A/TP53), analysées par technique de PCR quantitative, sont
associées a un mauvais pronostic. (Jardin et al, 2009)

De maniere assez commune aux hémopathies malignes, la qualité de la réponse au
traitement influence fortement la survie des patients. Ainsi, il a ét¢ montré que 1’obtention
d’une maladie résiduelle moléculaire négative (recherche de réarrangement IgH par PCR) était
prédictif d’une survie sans maladie plus longue aprés traitement intensif (Pott, et al 2006).
(Pott et al, 2010)

S) Prise en charge thérapeutique

a) Abstention — surveillance

Etant donnée I’histoire naturelle et le pronostic du LCM, la grande majorité des patients
requiert un traitement dés le diagnostic. Cependant, une attitude d’abstention-surveillance peut
étre justifiée pour certaines formes plus indolentes de LCM (formes médullo-sanguines, statut

IgVH muté). (Orchard et al, 2003) Dans étude rétrospective ayant comparé un traitement
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immédiat a un traitement différé chez des patients atteints de LCM indolent, une meilleure
survie globale a été retrouvée pour les patients ayant eu un traitement différé. (Martin et al,

2009)

b) Traitement de premiére ligne

Chez les patients non éligible 4 un traitement intensif (agés de plus de 65 ou avec
comorbidités), le traitement de premiére ligne repose actuellement sur une immuno-
chimiothérapie a base d’anthracyclines: R-CHOP (rituximab - cyclophosphamide —
doxorubicine — vincristine — prednisone) ou R-VAD-C (rituximab — vincristine — adriamycine —
dexamethasone — chloraminophéne). (Kluin-Nelemans et al, 2012; Gressin et al, 2010) Un
traitement de maintenance par rituximab a démontré un avantage en terme de survie globale
chez cette population de sujets agés. (Kluin-Nelemans ez al, 2012) Des résultats intéressants,
notamment en terme de tolérance, ont été rapportés avec la combinaison bendamustine —
rituximab. (Rummel ef al, 2013)

Chez les sujets éligibles 4 un traitement intensif, I’autogreffe reste a ce jour le traitement
offrant la meilleure survie sans progression. (Touzeau ef al, 2014) Le traitement d’induction
pré-autogreffe recommandé est une chimiothérapie de I’aracytine & forte dose (R-
Dexamethasone — Aracytine — sel de platine : cisplatine ou carboplatine) (R-DHAP ou R-

DHAC), en alternance avec une chimiothérapie par R-CHOP. (Hermine ef al, 2012)

¢) Traitement de la rechute

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif du LCM et la rechute reste constante.
Lors de la rechute, la reprise d’une immuno-chimiothérapie reste la régle, en tenant compte de
la durée de la réponse initiale et d’éventuelle résistance croisée. (Dreyling ef al, 2014)

Pour certains patients, 1’allogreffe de moelle peut étre proposée, mais reste associée a
une toxicité significative. (Le Gouill et al, 2012)

Le développent actuel de nombreuses nouvelles molécules offre des perspectives trés

prometteuses, en monothérapies ou en combinaison avec la chimiothérapie.
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Parmi ces nouvelles molécules, on citera plus particuliérement :

(i) inhibiteurs du protéasome. Le LCM est I'un des syndromes lymphoprolifératifs les
plus sensibles au bortezomib. En monothérapie, le bortezomib permet des taux de réponse de
I’ordre de 30%. (Fisher et al, 2006) La toxicité est principalement neurologique. Le bortezomib
est actuellement évalué en combinaison avec la chimiothérapie. (Kouroukis et al, 2011; Houot
et al, 2012)

(ii) agents immunomodulateurs. Le lenalidomide est un analogue du thalidomide dont
es mecanismes d’action reposent sur des propriétés immuno-modulatrices, antiprolifératives et
anti-angiogéniques. Un essai prospectif de phase 2 sur plus de cent patients en rechute a testé le
lenalidomide en monothérapie. Le taux de réponse est également de I’ordre de 30%, avec une

toxicité acceptable, principalement hématologique. (Goy e al, 2013)

(1ii) inhibiteurs de la voie mTOR. Le temsirolimus (inhibiteur de mTOR) a fait ’objet
d’une étude prospective de phase 3 chez des patients atteints de LCM en rechute ou réfractaire.
(Hess et al, 2009) Le temsirolimus était comparé 3 un traitement laissé au choix de
Iinvestigateur. Malgré une toxicité principalement hématologique, le temsirolimus a montré sa
supériorité en terme de taux de réponse et de survie globale. L’everolimus, un inhibiteur oral de
la voie mTOR, a déja démontré des taux de réponse significatifs en monothérapie. (Wang et al,
2014; Renner et al, 2012)

(iv) inhibiteur de BTK. L’inhibiteur de BTK oral ibrutinib représente probablement
’une des avancées récentes les plus significatives dans le traitement des patients atteints de
LCM. Un taux de réponse globale de 68% a été obtenu en monothréapie chez des patients trés

avancés dans leur maladie, avec une excellente tolérance. (Wang et al, 2013)

(v) inhibiteur de la voie PI3K. L’idelalisib est également une molécule orale ayant
démontré des taux de réponse prometteurs et une tolérance excellente dans un essai de phase 1.

(Kahl et al, 2014)

(vi) BH3 mimétique anti BCL-2. Les résultats des essais en cours, trés prometteurs dans

le LCM, seront discutés dans la partie discussion de cette thése.
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Résultats

70



Le myélome multiple (MM) et le lymphome a cellules du manteau (LCM) sont les deux
axes thématiques de 1’équipe 10 du Centre de Recherche Cantre le Cancer Nantes Angers
(CRNA). Ces deux hémopathies malignes partagent des caractéristiques communes : toutes
deux appartiennent aux syndromes lymphoprolifératifs B matures et restent, a I’heure actuelle,
incurables. En effet, malgré des progrés significatifs dans le traitement du MM et du LCM, la
rechute reste constante.

La voie mitochondriale de 1’apoptose est perturbée dans le MM et le LCM, ce qui
favorise la survie tumorale et la résistance aux traitements. Notamment, la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 est surexprimée chez la majorité des patients atteints de LCM, et par un
sous-groupe de patients atteints de MM. Ainsi, Bcl-2 constitue une cible thérapeutique
attractive pour ses deux hémopathies.

Une précédente approche visant a diminuer I’expression de Bel-2 via I'utilisation de
molécules antisens anti-Bcl-2 s’est avérée décevante en clinique. Cette déception peut étre lide
a une insuffisance de 1’extinction de Bcl-2 in vivo, mais également lie aux mécanismes
adaptatifs entraine 1’induction de ’expression d’autres protéines anti-apoptotiques, neutralisant
'effet thérapeutique attendu. Le mécanisme d’action des molécules BH3 mimétiques est
différent et antagonise la fonction de Bcl-2 en dissociant les complexes BH3 only pro-
apoptotiques séquestrées par Bcl-2, induisant ainsi la mort par apoptose.

Les travaux rapportés dans ce travail de thése ont analysé la sensibilité des cellules
tumorales de MM et de LCM aux deux molécules BH3 mimétiques ABT-737 (ciblant Bcl-2,
Bel-xL et Bel-w) et ABT-199 (ciblant Bcl-2).
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ARTICLE 1 : L’ABT-737 induit ’apoptose des cellules tumorales de LCM
présentant un profil Bel-2""/Mcl-17"" et agit en synergie avec d’autres

agents antitumoraux

Dans ce premier travail, la sensibilité 4 ’ABT-737 d’un panel de lignées tumorales et de
cellules primaires de LCM a été analysée. Les résultats ont révélé une importante hétérogénéité
de sensibilité, avec des doses 1étales 50 allant de 25 2 10 000 nM. Dans une lignée sensible,
nous avons confirmé que ’ABT-737 induisait la mort par apoptose, avec une activation de
Bax, et un clivage des caspases 3 et 9 précoce, survenant dés deux heures d’exposition 2 la
drogue. Comme I’ABT-737 cible Bcl-2, Bel-xL mais non Mcl-1, nous avons analysé la
sensibilité des cellules de LCM au regard de 1’expression de ces protéines anti-apoptotiques.
Nous avons montré que la sensibilité 4 I’ABT-737 était conditionnée par I’expression relative
de Bcel-2 et de Mcl-1, les cellules sensibles présentant un ratio Bcl-2°"/Mecl-1% | ¢ role de
Mcl-1 dans la résistance 4 I'ABT-737 a été confirmé par technique de SiRNA, en montrant que
I’extinction de Mcl-1 restaurait la sensibilité 4 I’ABT-737 de lignées résistantes. Enfin, nous
avons montré une importante synergie anti-tumorale en associant I'’ABT-737 avec le
flavopiridol, une molécule inhibitrice de Cyclin Dependant Kinase induisant une inhibition de
la transcription de Mcl-1. Enfin, une efficacité synergique est également démontrée en
combinant I’ABT-737 avec deux drogues importantes dans le traitement des patients atteints de

LCM : le bortezomib et I’aracytine.
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ABT-737 Indqces Apoptosis in Mantle Cell Lymphoma Celis
with a Bcl-2"9"/Mci-1/°" Profile and Synergizes with Other

Antineoplastic Agents

Cyrille Touzeau'?, Christelle Dousset™, Linda Bodet'5, Patricia Gomez-Bougie'*?, Stéphanie Bonnaud',
Anne Moreau®, Philippe Moreau'?, Catherine Pellat-Deceunynk’, Martine Amiot, and Steven Le Gouill' 2

Purpose: Mantle cell lymphoma (MCL) is considered to be incurable. ABT-737 is a BH3 mimetic that
targets Bcl-2, which is overexpressed in MCL and implicated in drug resistance. The present work
investigated the antitumor effect of ABT-737.

Experimental Design: Six MCL cell lines and primary MCL cells (n = 13) were used. Sensitivity to ABT-
737 was assessed, and expression levels of Bcl-2 and Mcl-1 were analyzed. Finally, ABT-737 was combined
with other cytotoxic agents to promote tailored therapy.

Results: MINO and GRANTA-519 cell lines were highly sensitive to ABT-737 [the median lethal dose
(LDsg) = 20 and 80 nmol/L, respectively|, whereas other cell lines were resistant. In primary MCL cells,
46% of patients’ samples were sensitive to ABT-737. The analysis of protein expression levels revealed that
both sensitive cell lines and primary MCL cells could be characterized by a Bcl-2"%/Mcl-1%" profile,
whereas resistant MCL cells contained high levels of Mcl-1. ABT-737 induced a rapid disruption of both Bcl-
2/Bax and Bcl-2/Bik complexes. In addition, silencing of Mcl-1 by siRNA sensitized MCL cell lines to ABT-
737. Similarly, flavopiridol, which induces Mcl-1 downregulation, in combination with ABT-737 led to a
synergistic anti-MCL effect in ABT-737-resistant cell lines. This synergy was also observed when ABT-737
was combined with either bortezomib or cytarabine.

Condusions: The present work shows that ABT-737 induces strong apoptosis in MCL cells expressing
a Bcl-2"#"/Mcl-1" profile. In ABT-737-resistant MCL cells, downregulation of Mcl-1 overcomes
Mcl-1-induced resistance and synergizes ABT-737 effects. Our results strongly support the use of ABT-
737 according to the Bcl-2/Mcl-1 tumor cell profiles in the treatment of MCL. Clin Cancer Res; 17(18);

5973-81. ©2011 AACR.
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Mantle cell lymphoma (MCL) is an aggressive non-
Hodgkin's lymphoma (NHL) that accounts for approxi-
mately 5% of all NHLs (1). Despite recent improvements in
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therapy, most patients experience relapses and survive an
average of approximately 5 years from the time of diagnosis
(2). Intensive chemotherapy regimens combined with anti-
CD20 antibodies with or without autologous stem cell
transplantation are widely used but not well-tolerated in
elderly or unfit patients. Indeed, there is an urgent need for
new targeted molecular approaches using novel com-
pounds. New insights into the pathogenesis of MCL tumor
cells have recently opened windows of opportunity for
innovative targeted therapies (3, 4). One of these new
therapeutic approaches is to induce apoptosis via the
intrinsic pathway and/or to overcome MCL cell resistance
by antagonizing the antiapoptotic Bcl-2 family proteins.
This approach is prompted by several investigations show-
ing that the antiapoptotic protein Bcl-2 is constitutively
overexpressed in MCL and plays a major role in drug
resistance (5, 6). These findings highlight the potential
of Bcl-2~targeted therapy in MCL.

Members of the Bcl-2 family are critical regulators of
apoptosis, and the interactions between prosurvival and
proapoptotic members are major determinant of cell fate
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i Prognosis of mantle cell lymphoma (MCL) is consid- |
, ered to be inferior to most of the other non-Hodgkin's |
| lymphomas (NHL) and new therapeutic approaches are |
warranted. The rationale to target Bcl-2 proteins in MCL
has been investigated using ABT-737, a BH3 mimetic
that targets Bcl-2 and Bcl-xL but not Mcl-1. We show
that ABT-737 alone induces apoptosis only in Bcl-2"/5%/
Mcl-1% MCL cells. By the use of siMcl-1 transfection, we
show the key role of Mcl-1 in ABT-737 resistance. To
| overcome Mcl-1 resistance in clinical practice, we in-
| vestigated two different strategies using three different
! drugs in combination with ABT-737 as follows: (i)
to downregulate Mcl-1 expression using flavopiridol
| or 1-B-p-arabinofuranosylcytosine and (ii) to neutralize
| Mcl-1 antiapoptotic function by increasing Noxa with
i bortezomib. Our investigations confirm the synergistic
effect of these combinations in ABT-737-resistant cell
i lines. In conclusion, the present work brings the ratio-
nale for the use of ABT-737 alone or in combination
according to the apoptotic profile of MCL cells.

—

(7). Structural and functional characteristics divide them
into 3 subgroups as follows: multidomain antiapoptotic
members (Mcl-1, Bcl-2, Bd-xL, Bcl-W, and A1), multido-
main proapoptotic members (Bax and Bak), and BH3-only
members (Bim, Bid, Bad, Bik, Puma, and Noxa). In re-
sponse to a wide range of derangement signals, BH3-only
members are activated (8). Certain BH3-only proteins,
including Bim and Bid, are called activators because of
their ability to activate Bax and Bak (9). In contrast, the
antiapoptotic molecules antagonize cell death by seques-
tering either BH3-only proteins or multidomain proapop-
totic members. The presence of Bax or Bak is required to
mediate mitochondrial damage. First, these multidomain
proapoptotic family members have to be activated to
oligomerize; subsequently, oligomers form pores in the
mitochondrial outer membrane. The apoptotic cascade is
frequently, if not always, altered in tumor cells including
MCL cells (3).

ABT-737 is a new compound that selectively binds with
high affinity to Bcl-2 and Bel-xL (10). ABT-737 displaces
proapoptotic BH3-only from Bcl-2 or Bclxl, leading to
activation of Bax and Bak and downstream caspases (9).
Because of the low affinity of ABT-737 for Mcl-1, high basal
levels of Mcl-1 have been associated with ABT-737 resis-
tance (11-14). Previous studies have also shown that ABT-
737 is effective as a single agent against some leukemia/
lymphoma cell lines both in vitro and in vivo (11, 15-17).

This present study was focused on the antitumoral effect
of ABT-737 in MCL. We also aimed to identify prognostic
biomarkers that may predict MCL tumor cell responses to
ABT-737. Using this approach, we have developed a ratio-
nale for ABT-737-based tailored therapeutic strategies in
MCL.

Materials and |

MCL cell lines and primary MCL cells

JEKO-1, MINQO, REC-1, GRANTA-519, and JVM-2 MCL
cell lines were purchased from DSMZ. The UPN-1 MCL
cell line was kindly provided by Dr. V. Ribrag (Institut
Gustave-Roussy, Villejuif, France). JEKO-1, MINO, REC-1,
GRANTA-519, and JVM-2 cell lines were maintained in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) and 2 mmol/L glutamine. UPN-1 was
maintained in MEMa. supplemented with 10% FCS and
2mmol/L glutamine. Primary MCL cells were obtained from
patients treated in our institution who had provided their
written informed consent and been diagnosed with de novo
or relapsed MCL; diagnosis was confirmed according to the
WHO dassification (18). MCL cells from blood or ascites
were obtained following gradient density centrifugation
using Ficoll-Hypaque. For Western blot analysis, MCL cells
were purified with CD19 immunomagnetic beads.

Antibodies (monoclonal antibodies) and reagentis

Antibodies used in this study were as follows: anti-Bcl-2
(clone 124; Dako), anti-Mcl-1 (S19; Santa Cruz Biotech-
nology), anti-caspase 3 (E-8; Santa Cruz Biotechnology),
anti-Bik (N19; Santa Cruz Biotechnology), anti-Bcl-xL (BD
Biosciences), anti-actin (Chemicon), anti-Noxa (Alexis
Coger), anti-Bax (clone 4F11; Immunotech), anti-Bim
(Millipore), and anti-Puma (Ab-1; Calbiochem). ABT-
737 was kindly provided by Abbott Laboratories. Flavopir-
idol and 1-B-p-arabinofuranosylcytosine (ara-C) were
obtained from Sigma Aldrich. Bortezomib was kindly
provided by Millenium Laboratory.

Flow cytometric anaiysis of apeptosis and Bax/Bak
activation

Cell death in MCL cell lines was assessed by Apo 2.7
staining. Cell death in primary MCL cells was assessed by
both Apo 2.7 and CD19 staining combined with an anal-
ysis of altered cellular morphology [lower forward scatter-
ing (FSC)]. Flow cytometric analysis was carried out on a
FACSCalibur flow cytometer using CellQuest software
(Becton Dickinson). For Bax and Bak immunofluorescence
staining, 5 x 10° cells were fixed using the IntraPrep
Permeabilization Reagent Kit (Immunotech) following
the manufacturer’s recommendations. The cells were incu-
bated with anti-Bax (clone 6A7) monoclonal antibody,
anti-Bak (BD Biosciences, Pharmigen), or IgG1 isotype
control for 20 minutes. The cells were then incubated with
anti-mouse- or anti-rabbit-FITC antibodies (Immunotech)
for 20 minutes, washed once in PBS, and resuspended in
PBS-1% formaldehyde. The flow cytometric analysis was
carried out as previously.

Immuneprecipitation and immuncbiotiing

Cells (10 x 10°) were lysed in 1% CHAPS containing
lysis buffer. Whole-cell lysates were obtained, precleared
with Protein A Sepharose, and incubated overnight with
10 pg of the specific antibody. Immunocomplexes were
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captured with Protein A Sepharose. The beads were pel-
leted, washed 3 times, and boiled in SDS sample buffer.
The presence of immunocomplexes was determined by
Western blot analyses, which were carried out as described
previously (19).

RNA isolation and quantitative real-time PCR

RNA was isolated using the NucleoSpin RNA II Kit
(Macherey-Nagel). Two micrograms of total RNA was
reverse transcribed using the Moloney murine leukemia
virus reverse transcriptase (Invitrogen) and random
hexamers (Amersham Biosciences). Quantitative PCR was
carried out using the TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) in a MX4000 instrument (Stratagene).
Bcl-2 (Hs00608023_m1), Mcl-1 (Hs00172036_m1), and
RPL37a (Hs01102345_m1) TagMan gene expression assays
were purchased from Applied Biosystems. The thermal
cycling parameters used consisted of 50°C for 2 minutes
for optimal AmpErase UNG activity and then 40 cycles of
95°C for 30 seconds and 60°C for 1 minute. To control
specificity of the amplified product, a melting curve analysis
was carried out. No amplification of nonspecific product
was observed. Amplification of the housekeeping gene
RPL37a was conducted for each sample as an endogenous
control.

siRNA

Mcl-1 and control siRNAs duplexes used were ON-
TARGET plus siRNA pools of 4 oligos purchased from
Dharmacon. One hundred picomoles of siRNA was
mixed with 10° cells and electrofected using the Amaxa
Nucleofector Apparatus (Amaxa}. Two days after trans-
fection, the cells were incubated for 24 hours with
ABT-737. The gene-silencing effect was evaluated by West-
ern blot analysis.

ResLiis

Sensitivity of MCL cell lines to ABT-737

The sensitivity of MCL cell lines to ABT-737 was inves-
tigated in normal culture conditions. After a 24-hour treat-
ment protocol, cell death was assessed using Apo 2.7
staining (Fig. 1A). MINO and GRANTA-519 were highly
sensitive to ABT-737 with a lethal dose (LD)s, of 25 and 80
nmol/L, respectively. In contrast, the 4 other MCL cell lines
(JEKO-1, REC-1, UPN-1, and JVM-2) were resistant to ABT-
737 [the median lethal dose (LDsp) > 8 pmol/L]. To
determine the pathway by which ABT-737 induces apo-
ptosis, the activation of caspases 9 and 3 was investigated.
Cleavage of caspases 3 and 9 was detectable within 2 hours
following treatment and was coupled to Bax and Bak
activation, showing that apoptosis occurs via the intrinsic
apoptotic pathway (Fig. 1B and C). Because ABT-737
selectively binds to antiapoptotic Bcl-2 and Bcl-xL, but
not Mcl-1, the respective expression level of these proteins
was investigated by Western blot analysis (Fig. 1D). MINO
and GRANTA-519 both showed high expression of Bcl-2
but low levels of Mcl-1 (a so-called Bcl-2"%"/Mcl-1"* pro-

file). Interestingly, resistant MCL cell lines (JEKO-1, REC-1,
UPN-1, and JVM-2) all expressed high Mcl-1 levels. In
contrast, the level of Bcl-xL did not seem to be related to
ABT-737 sensitivity. To confirm the correlation between
sensitivity to ABT-737 and the Bcl-2/Mcl-1 profile, the
mRNA levels of Bcl-2 and Mcl-1 for the 6 MCL cell lines
using quantitative real-time PCR (qRT-PCR) were deter-
mined (Fig 1E). As observed at the protein level, sensitive
MCL cell lines had high Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratios (3.4 and
10.2 for MINO and GRANTA-519, respectively), whereas
resistant MCL cell lines had low Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratios
(<1).

Sensitivity of primary MCL cells to ABT-737

ABT-737-induced apoptosis was also evaluated in pri-
mary MCL tumor cells from 13 patients. Characteristics of
patients are summarized in Supplementary Table. After
24 hours of ABT-737 treatment, cell death was quantified
in the MCL cell compartment (CD19-positive cells), and a
combined analysis of altered cellular morphology (lower
FSC) was also carried out (Fig. 2A). ABT-737 induced
apoptosis in MCL cells in 6 samples (with LDs, values
ranging from 15 to 150 nmol/L), whereas 7 samples
were classified as resistant to ABT-737 (median LDs,
not reached). In 8 samples, the number of MCL cells
was sufficient to evaluate Bcl-2 and Mcl-1 expression
by Western blotting (Fig. 2B). As observed earlier in
MCL cell lines, only Bcl-2"8"/pcl-17 primary tumor
cells were sensitive to ABT-737 and a high expression
of Mcl-1 was consistently associated with resistance to
ABT-737.

ABT-737 triggered a rapid disruption of Bcl-2/Bax and
Bcl-2/Bik complexes

To determine the mechanism of action of ABT-737, the
constitution of Bcl-2 complexes and their dynamic upon
short-time ABT-737 treatment were examined. For this
purpose, Bcl-2 immunoprecipitations were realized after
2-hour ABT-737 treatment in the 2 sensitive cell lines. In
untreated GRANTA-519 cells, Bcl-2 was associated with
both the effector protein Bax and the BH3-only proteins
Bim, Puma, and Bik (Fig. 3). In contrast to GRANTA-519,
MINO does not express Bim. In MINO, endogenous Bcl-2
was mainly associated with Bax, Puma, and Bik. Of note, in
both cells, no interaction between Bcl-2 and Bak was found
(result not shown). In GRANTA-519 cells, an examination
of Bcl-2 heterodimers after a 2-hour ABT-737 treatment
showed a strong decrease of Bcl-2/Bax complexes and a very
weaker decrease of both Bcl-2/Bik and Bcl-2/Puma com-
plexes. Consistent with the strong decrease of Bcl-2/Bax
complexes, there was an increase of Bax in the immunopre-
cipitate supernatant (Fig. 3). In ABT-737-treated MINQ, an
important decrease of both Bcl-2/Bax and Bcl-2/Bik com-
plexes were observed. Similarly to GRANTA-519, a weak
decrease of Bcl-2/Puma complex was found. Finally,
although no disruption of the Bcl-2/Bim complex was
observed after short-time ABT-737 treatment in both
cell lines, a longer treatment of § hours led to a partial
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disruption of Bcl-2/Bim complexes (data not shown). This
last result is in agreement with the fact that Bim displayed
the highest affinity for Bcl-2.

Mcl-1 protects MCL cells against ABT-737-induced
apoptosis

In MCL cells, a high level of antiapoptotic protein Mcl-1
was observed in resistant cells, suggesting that Mcl-1 ex-
pression level might be associated with ABT-737 resistance.
To investigate the specific role of Mcl-1 in ABT-737 resis-
tance, Mcl-1 was silenced using RNA interference technol-
ogy. After 48 hours of transfection with siMcl-1, a marked
reduction of Mcl-1 level was observed (Fig. 4A). The
knockdown of Mcl-1 sensitized both JEKO and JVM2 cells
to ABT-737, showing that Mcl-1 level plays a major role in
resistance to this drug (Fig. 4B). Thus, this result under-

> | activation was detected by flow
cytometry. Ctrl, control. D, Bel-2/
Mcl-1 protein profile correlates
with ABT-737 sensitivity. Cell
lysates were separated by SDS-
PAGE and then electrotransferred
onto polyvinylidene difluoride
membranes. The membranes
were probed with the respective
antibodies. Actin was included as
a protein loading control. E, Bel-2/
Mcl-1 mRNA ratio correlates with
ABT-737 sensitivity. Bol-2 and
Mcl-1 mRNA levels were
measured by gRT-PCR at
baseline and determined
normalized according to JEKO-1
mMRNA levels. Data represent
means -+ SD from 3 independent
experiments,

10.2

0.8 1

scores the interest of drug combinations that downregulate
Mcl-1 expression.

Combination of ABT-737 and flavopiridoi overcomes
the Mcl-1-associated resistance of MCL cells tc
ABT-737

Flavopiridol, a semisynthetic flavonoid, is known to
inhibit mRNA transcription by inhibiting kinases that
activate RNA polymerase 1T (20). Inhibition of Mcl-1 tran-
scription by flavopiridol has been reported in chronic
lymphoid leukemia (CLL) and multiple myeloma (MM)
cells (21, 22). ABT-737-resistant MCL cell lines were
cultured with flavopiridol (250 nmol/L) for 24 hours. A
drastic diminution of Mcl-1 protein level was observed,
whereas neither Bcl-2 nor Bcl-xL levels were affected by
flavopiridol exposure (Fig. 4C). Interestingly, the decrease
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Figurc 2. Sensitivity of MCL patient (Pt) samples to ABT-737. A, sensitivity
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13 patients were cultured for 24 hours with different concentrations of
ABT-737 (20, 80, 300, and 1.250 nmol/L). Cell death was quantified by
fluorescence-activated ceil-sorting analysis of Apo 2.7- and CD19-stained
cells. B, Western blot analysis of Bcl-2 and Mcl-1 protein expression in
MCL patient samples. CD19™ purified cell lysates were analyzed by
immunoblotting with the respective antibodies. Actin was included as a
protein loading control. Sensitive MCL sampiles (in gray) present high
levels of Bel-2 and low levels of Mcl-1 contrary to resistant MCL samples
{in black) that express high levels of Mcl-1.

of Mcl-1 level occurred rapidly, after 2 hours, and became
undetectable after 4 hours of treatment with flavopiridol.
This decrease was observed prior to caspase 3 cleavage,
which was detected only after 6 hours of treatment
(Fig. 4D). Following 2 hours of flavopiridol exposure,
gRT-PCR analysis confirmed a decrease in Mcl-1 mRNA
levels for up to 90% (Fig. 4E). Taken together, these results
show that Mcl-1 protein downregulation in flavopiridol-
treated cells is not due to a caspase-dependant cleavage but
occurs at the mRNA level. Because flavopiridol induces a
rapid and strong caspase-independent downregulation of
Mcl-1, we hypothesized that flavopiridol might overcome
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Figire 3. ABT-737 mainly disrupts Bel-2/Bax and Bel-2/Bik complexes.
Celis were treated with ABT-737 (100 nmol/L) for 2 hours, and cell extracts
were subjected to immunoprecipitation with an anti-Bcl-2 antibody
followed by immunobilotting analysis for the indicated antibodies.
Nontreated cells were used as a control.

the putative Mcl-1-associated resistance to ABT-737. The 4
ABT-737-resistant MCL cell lines were then treated with
suboptimal doses of ABT-737 or flavopiridol or a combi-
nation of both drugs. Cell viability was assessed after a 24-
hour exposure (Fig. 4F). The measurement of induced
apoptosis by the combination of ABT-737 plus flavopiridol
shows a major synergistic effect with suboptimal doses of
each drug, as shown by a combination index (CI) < 1
according to the Chou-Talalay method (23).

ABT-737 synergizes with ara-C or bortezomib in ABT-
737-resistant MCL cell lines

ara-C and, more recently, bortezomib have been shown
to be 2 important compounds in the treatment of MCL
patients (24-26). ara-C exposure can induce a rapid de-
crease of Mcl-1 that occurs independently of caspase 3
(Fig. 5A). In contrast, bortezomib exposure does not modify
Mcl-1 but induces a strong increase of the BH3-only Noxa
protein (Fig. 5B). Interestingly, Noxa binds selectively to
Mcl-1 and thus counteracts its antiapoptotic function {27).
The same results were observed in JVM-2 cell line (data not
shown). As observed with flavopiridol, a strong synergistic
effect was measured (ClI < 1 according to the Chou-Talalay
method) when both compounds were combined with ABT-
737 in resistant JEKO-1 and JVM-2 cell lines (Fig. 5C).

Discussion

The present study evaluated the antineoplastic activity of
ABT-737 in MCL cells. It shows that MCL cells are quite
heterogeneous with regard to their sensitivity to ABT-737
(with LDsq values ranging >1,000 fold). Indeed, the less
sensitive MCL cell lines show only limited induced apo-
ptosis when exposed to high doses of ABT-737 (in the
micromolar range), whereas the most sensitive lines un-
dertake massive apoptosis after exposure to extremely low
concentrations of ABT-737 (in the nanomolar range).
Investigations conducted with fresh tumor cells from
MCL patients have confirmed this finding and revealed
that about half of the patient samples are highly sensitive to
ABT-737 alone. Interestingly, the level of sensitivity in these
samples is comparable with the one observed in sensitive
MCL cell lines. Indeed, our results not only support the use
of ABT-737 in MCL but also highlight the need for bio-
logical markers that could predict ABT-737 responsiveness.

The analysis of protein expression level in MCL cells
reveals that the subset of highly sensitive MCL cells is
consistently characterized by a Bcl-2""/Mcl-1" profile.
This is in accordance not only with the molecular mech-
anism of action of ABT-737 but also with previous studies
conducted in other hematologic malignancies. Indeed, CLL
cells have been reported to be extremely sensitive to ABT-
737 and, like ABT-737-sensitive MCLs, express high levels
of Bcl-2 but always low levels of Mcl-1 (11, 28). It is also
interesting to note that ABT-737 induces apoptosis at a
higher drug concentration (5-15 pmol/L) in MM cell lines,
which are known to express high levels of Mcl-1 (29).
Therefore, Mcl-1 expression level seems as a valuable
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biomarker regardless of both the level of Bcl-2 (12-14) and
the nature of the tumor cell. Indeed, several studies and
ours have identified a uniform profile (Bcl-2"8"/Mcl-1"*)
for ABT-737-sensitive cells. Therefore, both biomarker
profiling (Bcl-2"%"/Mcl-1"* and Mdl-1 levels) could be
used to predict responses to ABT-737 exposure. These
biomarkers are of major interest for future targeted thera-
pies using ABT-737 alone in MCL.

Because half of the MCL samples did not undergo
apoptosis in the presence of ABT-737 alone and because
our findings show that the silencing of Mcl-1 overcomes
ABT-737 resistance, the second part of the present work was
devoted to investigate strategies that may overcome MCL
resistance to ABT-737 by downregulating Mcl-1 expression.
We observe that the level of Mcl-1 protein is highly variable
from one patient to another and from one MCL cell line to
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another. As reported by Khoury and colleagues, high Mcl-1
expression level has been associated with a more aggressive
biological behavior of the MCL cells (30). More recently,
Perez-Galan and colleagues reported that Mcl-1 is also
involved in bortezomib resistance in MCL cells (27). Fla-
vopiridol is known to effectively inhibit Mcl-1 transcription
in CLLand MM (21, 22). In MCL, flavopiridol was reported
to induce apoptosis (31). Therefore, flavopiridol is current-
ly under investigation for treatment of several hematologic
malignancies including both CLL and MCL (32-34). Our
investigation confirms that flavopiridol downregulates
Mcdl-1 at both the mRNA and protein levels in MCL cells
and shows a highly synergistic apoptotic effect when com-
bined with ABT-737 in ABT-737-resistant cell lines. The
effectiveness of combining ABT-737 with compounds that
inactivate Mcl-1 firmly establishes the validity of such a
therapeutic approach in the treatment of MCL (12, 35-37).
A similar synergistic effect is measured when ABT-737 is
combined with ara-C, which is a heavily prescribed drug in
the treatment of MCL (24, 38, 39). As reported with
flavopiridol, ara-C induces Mcl-1 downregulation at the
mRNA level (40). Of note, the regulation of Noxa protein
expression level was not significantly modified under both
combinations (data not shown). Thus, both flavopiridol
and ara-C, which decrease Mcl-1 expression, seem to be
promising supplements in ABT-737 therapy of patients
presenting high Mcl-1 levels. A second investigated strategy
to overcome Mcl-1 is to modify Mcl-1 complexes and its

protein network. Bortezomib is among the most promising
compounds in the treatment of MCL (25). Interestingly,
the mixture of ABT-737 with bortezomib shows a syner-
gistic effect, although no decrease of Mcl-1 protein expres-
sion is observed in the presence of bortezomib for up to 24
hours. Among the various proapoptotic effects of bortezo-
mib, one involves the drastic increase of Noxa, a BH-3-only
protein that is known to specifically interact with Mcl-1
(41). The upregulation of Noxa leads to an increase of
Noxa/Mcl-1 heterodimers. Thus, it counteracts the antia-
poptotic role of Mcl-1 and then Mcl-1 fails to protect cells
from apoptosis (27). Taken together, our results show that
several strategies might be used to overcome ABT-737
resistance. One would be to include compounds that
decrease Mcl-1 expression (such as ABT-737 treatment in
combination with flavopiridol or ara-C) and another ap-
proach would be to inhibit Mcl-1 antiapoptotic action by
increasing Noxa expression using bortezomib. Recent pub-
lications suggested that ABT-737 exposure might enhance
Mcl-1 upregulation, leading to ABT-737 resistance (36, 42).
This putative role played by ABT-737 as a Mcl-1 upregulator
further enhances the potential of Mcl-1-targeted therapy
used in combination with ABT-737.

In MClL-sensitive cells, our findings show that short
exposure to ABT-737 induces a rapid disruption of both
Bcl-2/Bax and Bcl-2/Bik complexes. Bax is a multidomain
proapoptotic protein that permeabilizes the outer mito-
chondria membrane leading to cytochrome C release,
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whereas Bik is a sensitizer BH-3-only protein. The major
impact of the dissociation between Bcl-2 and Bax in ABT-
737-induced apoptosis in MCL is in agreement with the
work from van Delft and colleagues (14). In contrast, Bcl-2/
Bim and Bcl-2/Puma complexes are weakly affected by ABT-
737, which could be explained by their high affinity to Bcl-2
(2). In contrast, we did not observed a correlation between
Bcl-xL expression level and response to ABT-737 in MCL.
The present work strongly supports the use of ABT-737 in
MCL and opens the window for selected ABT-737-tailored
therapies that use biomarkers that are able to predict
patient responses. Indeed, MCL patients presenting a
Bcl-2"#"/Mcl-1"" profile may be good candidates for
ABT-737 monotherapy, whereas ABT-737 combined with
a Mcl-1-targeted therapy (such as flavopiridol, ara-C, or
bortezomib) would be more appropriate for MCL patients
with high Mcl-1 levels. These biomarkers are easily assessed
prior to treatment induction. In our experiments, Bcl-2 and
Mcl-1 protein level assessment is a powerful tool to deter-
mine Bcl-2/Mcl-1 patient profiles, but other methods such
as flow cytometric or quantitative PCR analysis could
also evaluate these markers effectively. The unique mech-
anism of action of ABT-737 offers the opportunity to treat
patients by using a targeted therapy based on their Bcl-2/
Mcl-1 profile in tumor cells. The present investigation
provides the biological rationale for these future clinical
trials to evaluate ABT-737 alone or in combination
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Supplemental Table.

Patient | Age Disease | Blastic | MCL cells | % of CD19+CD5+
status variant source cells in MNC
Pt1 81 De novo - Blood 75
Pt2 80 Relapse - Blood 70
Pt3 80 De novo - Blood 30
Pt4 69 Relapse - Blood 50
Pt5 70 De novo - Blood 65
Pt6 73 Relaspe - Blood 90
Pt7 55 Relapse + Ascitis 45
Pt8 89 De novo - Blood 85
Pt9 80 De novo + Blood 80
Pt10 66 De novo - Blood 65
Pt11 53 De novo - Blood 80
Pt12 83 De novo - Blood 95
Pt13 79 De novo - Blood 55




ARTICLE 2: L’ABT-199, molécule BH3 mimétique Bcl-2 spécifique, une
drogue prometteuse pour les patients atteints de myélome multiple avec

translocation t(11 ;14)

Le développement de I’ABT-737 ayant été limité par la toxicité plaquettaire liée a
I’inhibition de Bcl-X;, un nouveau BH3 mimétique ciblant spécifiquement Bel-2, I’ABT-199, a
¢té développé. Dans ce travail, la sensibilité & ’ABT-199 d’un panel de lignées tumorales de
MM représentatif de I’hétérogénéité retrouvée chez les patients a été analysée. Nous avons pu
ainsi démontrer que la sensibilité 4 ’ABT-199 était restreinte aux lignées de MM présentant
une translocation t(11,14). L’ABT-199 ciblant Bcl-2 mais ni Bel-xL ni Mcl-1, la sensibilité a
cette molécule a été corrélée a ’expression de ces protéines anti-apoptotiques. Le ratio d’ARN
Bcl-2 / Mcl-1 mesuré par PCR quantitative s’est avéré le facteur le plus puissant pour prédire la
sensibilité a I’ABT-199. Le réle de Mcl-1 dans la résistance 4 ’ABT-199 a été confirmé par
technique de SiRNA, montrant que D’extinction de I’expression de Mcl-1 restaurait la
sensibilité a ’ABT-199 des lignées résistantes. Par technique d’immuno-précipitation, nous
avons ensuite démontré que ’ABT-199 dissocie les complexes Bcl-2/BH3only, et non Bcl-
xL/BH3only, confirmant ainsi la spécificité anti Bcl-2 de cette molécule. Enfin, la sensibilité a
PABT-199 de cellules tumorales provenant de 15 patients atteints de myélome a également pu
étre analysée . Ces résultats sur cellules primaires ont confirmé les données obtenues sur
lignées car les 4 échantillons trouvés sensibles a I’ABT-199 présentaient tous une translocation
t(11,14). L’ensemble de ces données supporte 1’utilisation de ’ABT-199 pour seulement un
sous-groupe de patients atteints de myélome, appartenant principalement aux groupes des
patients avec translocation t(11;14). Le ratio Bcl-2/Mcl-1 déterminé par PCR quantitative

semble un bon bio-marqueur pour prédire la sensibilité in vitro 4 I’ ABT-199,
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The Bcl-2 specific BH3 mimetic ABT-199: a promising targeted
therapy for t(11;14) multiple myeloma

Leukemia (2014) 28, 210-212; doi:10.1038/leu.2013.216

Despite recent advances in the treatment of multiple myeloma
(MM), including proteasome inhibitors and immunomodulatory
agents, patients invariably relapse and alternative treatment
strategies are urgently needed. Bcl-2 inhibitors such as ABT-737
and ABT-263 (navitoclax), which target specifically anti-apopto-
tic proteins Bcl-2 and Bcl-x,, bring new hope for therapy.! We
recently demonstrated that ABT-737 induces apoptotic cell
death in a_sub-group of MM at low nanomolar concentration
(<150 nm).? This sub-group of MM can be identified by its high
Bcl-2/Mcl-1 Affymetrix gene expression ratio indicating that the
expression level of Bcl-2 versus Mcl-1 mainly determines the
susceptibility of myeloma cells to ABT-737 as previously

demonstrated in other hematopoietic cells.® In addition, we
have shown that Mcl-1 silencing strongly increases the
sensitivity to ABT-737 of MM cells, highlighting the essential
role of Mcl-1 in ABT-737 resistance. Although the orally active
navitoclax has entered clinical trials and shown activity in
hematological malignancies that are believed to be Bcl-2
dependent, the efficacy of this agent is limited by the
thrombocytopenia caused by Bcl-x, inhibition.* To overcome
this dose-limiting toxicity, ABT-199, the first-in-class orally
bioavailable Bcl-2-selective BH3 mimetic, has been developed.
Notably, it was reported that selective inhibition of Bcl-2 by ABT-
199 demonstrated weak activity ex vivo on platelets.” These data
were further extended to clinical observations. Indeed, ABT-199
showed promising antitumor activity while sparing platelets in
chronic lymphoid leukemia patients.” Moreover, in a mouse

Table 1. ABT-199 sensitivity of primary myeloma cells
Patient Patients characteristics ABT-199 sensitivity FiSH analysis Bcl-2/Mcl-1
mRNA
ratio
Age Disease Isotype Disease % apoptotic LDsp t(11;14) t(4;14) del 17
Status cells (100 nm) < 100 nm
#1 40 MM | Diag 21 No + 0.10
#2 80 MM Ak Rel 12 No = + - NA
#3 65 pPCL | Diag <5 No - - - 1.63
#4 49 pPCL NA Diag 40 No - 062
#5 57 MM Gk Rel 64 Yes + == - NA
#6 64 MM Gk Diag 16 No - + - 087
#7 38 MM k Diag 70 Yes + - 191
#8 80 MM NA Diag 15 No - —~ - 0.46
#9 52 MM Gk Rel 12 No - - + 0.90
#10 45 MM Gk Diag 91 Yes + - 6.69
#11 76 MM NA Rel 35 No - + — 0.15
#12 70 sPCL Ak Rel <5 No - - - NA
#13 71 pPCL NA Diag 87 Yes -+ - 4 NA
#14 27 pPCL Al Diag <5 No - - - NA
#15 74 MM Al Diag <5 No - = - NA

Abbreviations: Diag, diagnosis; F, female; k, kappa; |, lambda, LD: lethal dose; M, male; MM, multiple; NA, data not available; PCL, plasma cell leukemia;
PPCL, primary plasma cell leukemia; Rel, relapse. Plasma cells were obtained after gradient density centrifugation on Ficoll Hypaque and purification with
CD138-immunomagnetic beads. Blood or bone marrow samples were obtained after informed consent from 15 patients with a diagnesis of de novo or
relapsed MM according to standard criteria. Plasma cells were cultured with increasing doses of ABT-199 during 18h. Cell death was assessed by
APQ 2.7 staining. The relative expression of Bcl-2 and Mcl-1 mRNA was defined on purified CD138-positive plasma cells as described above for HMCLs and

Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratio was indicated.
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model, ABT-199 also demonstrated in vivo efficacy against
aggressive lymphoma without provoking thrombocytopenia.®

In the present study, the apoptotic efficiency of ABT-199 was
evaluated in both human multiple myeloma cell lines (HMCLs) and
primary myeloma cells.

Sensitivity of ABT-199 was first analyzed across a collection of
25 HMCLs reflecting the molecular heterogeneity found in MM
patients. These included non-14¢32 translocated or non-recurrent
translocated lines along with those harboring a translocation in
MMSET, c-MAF or MAFB, or CCND1.” We found that high sensitivity
to ABT-199 was restricted to HMCLs with the CCND1 translocation
(Figure 1a). Indeed, six out of eight CCND1 cell lines were
efficiently killed by ABT-199 with a median LDso value of 10 nm
(ranging from 5-80 nm). Comparison of CCND1 cell lines sensitivity
targeted by ABT-737% and ABT-199 revealed a similar specificity.
However, the efficiency of ABT-199-induced cell killing was always
superior to that of ABT-737, as indicated by decreased LDs, values
(Figure 1b). It is of particular interest to note that sensitive CCND1
cell lines harbor an abnormal p53 (Figure 1a), indicating that
ABT-199-induced cell death is independent of the p53 status.
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Furthermore, we identified two cell lines (NAN-1 and RPMI-8226)
belonging to the MAF subgroup that show an intermediate
sensitivity (LDsg between 100 nm and 1 pm) to ABT-199, whereas
none have intermediate sensitivity to ABT-737 (<1 ). Finally,
comparison of LDs, values demonstrated that the cellular potency
of ABT-199 is equal to or greater than that of ABT-737 in all the
tested HMCLs (Figure 1b). Of note, the median ABT-199 LD, of
sensitive HMCLs was significantly lower than that of peripheral
blood lymphocytes (PBL) from healthy donors (10 vs 200nm,
P=:0.001) (Supplementary Figure 1).

Characterization of the selectivity of ABT-199 for Bcl-2 has been
evidenced by its affinity for Bcl-2 (Ki < 0.010 nm) in contrast to that for
Bcl-x, (Ki=048rm).* To confirm the selective killing of ABT-199 in a
MM cellular context, we analyzed the capacity of ABT-199 to disrupt
BH3-only/Bcl-2 complexes versus BH3-only/Bcl-x, complexes by
immunoprecipitation (Figure 1c). For this purpose, the Karpas 620
CCND1 line was selected for its high Bcl-x_expression. Puma and Bim
were found associated with both Bcl-2 and Bcl-x, in this cell line.
After 6h of ABT-199 treatment (25nwm), Puma/Bcl-2 and Bim/Bcl-2
complexes were disrupted in contrast to the Bcl-x, heterodimers that
were not modified (Figure 1c). Altogether, immunoprecipitation data
confirm the ability of ABT-199 to only bind the Bcl-2 hydrophobic
groove according to its strong affinity for Bdl-2.

Sensitivity to ABT-199 was significantly associated with higher
expression of Bcl-2 (P=0.008) and tended to be associated
with a lower Mcl-1 expression (P=0.09) (Supplementary Figure 2).
However, the Bcl-2/Mcl-1 ratio was the most powerful biomarker
for predicting ABT-199 sensitivity in this panel of HMCLs
(P=0.002) (Figure 1d). Median ratios were 6.06 (range 4.47-121)
and 1 (range 0.18-3) for sensitive and resistant cell lines,
respectively. Quantifying the Bcl-2/Mcl-1 ratio by RT-PCR therefore
provides a strong predictive marker for ABT-199 sensitivity. This
clearly suggests a strong involvement of Mcl-1 in ABT-199
resistance. To confirm the role of Mcl-1 in ABT-199 resistance,
siRNA against Mcl-1 was transfected into LP1 cells, leading to a
complete downregulation of Mcl-1 (Figure 1e). Mcl-1 silencing
resulted in a moderate induction of apoptosis in LP1 cells but
highly sensitized these cells to low doses of ABT-199 (P=0.0014),
indicating that Mcl-1 can confer ABT-199 resistance, as previously
demonstrated for ABT-737.2

<
Figure 1. (a) Sensitivity to ABT-199 of HMCLs according to different
molecular subgroups. (b) Sensitivity of HMCLs to ABT-199 compared
to ABT-737. P-value was determined using Mann-Whitney test.
For a and b, 25 HMCLs (respectively 8 CCND1 (KMS-12-PE, KMS-12-
BM, SKMM-2, Karpas 620, U-266, XG-1, XG-5, NAN-7), 7 MAF (JJN-3,
MM.1S, L-363, RPMI 8266, XG-6, BCN, NAN-1,) 7 MMSET (JIM-3, LP-1,
OPM-2, NCI-H929, KMS-11, XG-7, NAN-3) and 3 non recurrent
translocation (XG-2, KMM-1, AMO1)) cell lines were cultured
with increasing doses of ABT-199 or ABT-737 during 48 h. Cell death
was assessed by APO 2.7 staining. LDso was determined for each cell
line. White symbols indicate wild-type P53 HMCL and black symbols
indicate abnormal P53 HMCL (c) ABT-199 disrupts BH3-only/Bcl-2
heterodimers but not BH3-only/Bcl-xL heterodimers. Karpas 620 were
treated or not for 6h with 25nm ABT-199. Lysate (600ug) and
immunoprecipitation were done as previously described? using the
indicated antibodies. The immunoprecipitates were analyzed for
the presence of BH3-only. (d) The Bc-2/Mc-1 mRNA ratio
discriminates cell lines sensitive or resistant to ABT-199. Quanti-
tative PCR was performed using the following TagMan probes
(BCL2 (Hs00608023_m1), MCL1 (Hs00172036_m1) and RPL37a
(Hs01102345_m1). The relative expression of Bcl-2 and Mcl-1 mRNA
was calculated according to the equation of Pfaffl and normalized to
JIN3 cell line, Sensitive HMCL were defined by a LDs, inferior to
100 nm. P-value was determined using Mann-Whitney test. (e) The LP-
1 cell line was transfected with either si Control (Ct) or si Md-1.
Following 48 h transfection, the protein level of Mcl-1 was assessed by
immunoblotting, and cells were treated with ABT-199 for a further
48h, Cell death was quantified by APO 2.7 staining. P-value was
determined using paired Student's t-test. **P < 0.008.
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In order to translate our findings in cell lines to human tumor
cells, ABT-199 sensitivity was evaluated against 15 primary samples
from patients with MM. Patient characteristics are summarized in
Table 1. After 24h, ABT-199 treatment (10, 100 and 1000 nm)
resulted in cell death that was quantified by flow cytometry using a
combined analysis of the loss of CD138 and alteration of cellular
morphology (lower FCS). As for HMCLs, we observed a considerable
variability in the sensitivity to ABT-199 among patient samples. Four
patient samples, three of which were either de novo MM (n=2),
plasma cell leukemia (n= 1) or relapse (n= 1), were found to be
highly sensitive to ABT-199 with a LDsy< 100 nm (Table 1).

As ABT-199-sensitive HMCLs were restricted to the CCND1
subgroup, a FISH analysis of the t(11;14) translocation was
undertaken. Analyses for t(4.14) and del(17p) were also under-
taken due to their high clinical significance. Of major interest,
we found that four of five patients who bore a CCNDI
translocation were sensitive to ABT-199, confirming that ABT-199
sensitivity is related to specific genetic subtypes. Furthermore, the
Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratio could be determined in eight patients. The
median Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratio was 4.3 (range, 1.91-6.69) for ABT-
199 sensitive patients and 0.62 (range, 0.10-1.63) for ABT-199
resistant patients. Owing to the low number of patients, this
difference does not reach statistical significance. Nevertheless, the
results obtained using patient samples are consistent with our
initial observations made in cultured myeloma cell lines and
indicate that patients with a specific molecular subtype and a high
Bcl-2/Mcl-1 mRNA ratio are particularly sensitive to ABT-199. While
the t(11;14) group of patients is considered neutral with regard to
prognosis, t(11;14) primary plasma cell leukemia (pPCL) presents
an aggressive prognosis, suggesting that innovative approaches
should be a priority for these patients. ABT-199 mono-therapy
could represent a very interesting opportunity for the clinical
management of pPCL.

Finally, del(17p) is universally associated with poor prognosis,
mainly related to a defect of the TP53 pathway, because TP53
mutations are exclusively associated with del(17p) in MM8 Of
interest, one t(11;14) patient who also harbored a 17p deletion
was found to be highly sensitive to ABT-199, indicating that
ABT-199 is able to overcome the poor prognostic impact of del(17p)
of t(11;14) patients. Again, this result is in accordance with the fact
that most CCND1 HMCLs, which also express abnormal TP53,
are still sensitive to ABT-199. Recent studies addressing the
characteristics of EPCL indicate a higher incidence of del(17p) in
PPCL versus MM.>'® Thus, the increase of the incidence of both
t(11;14) and del(17p) in pPLC makes these patients especially
attractive candidates for targeted therapy with ABT-199,

Our data demonstrate that ABT-199-induced lethality is
restricted to a specific MM subtype and underscores the
conclusion that MM should no longer be considered a single
entity. Innovative targeted therapies should be developed with
the aim of treating specific molecular subtypes. The clinical
development of single-agent ABT-199 therapy in chronic lympho-
cytic leukemia and non-Hodgkin lymphomas has thus far
demonstrated a favorable toxicity profile and an impressive
antitumor activity.>'’ Based on these promising clinical data, as
well as our preclinical data, a phase | trial is ongoing in relapsed
MM patients. The integration of comprehensive genetic studies
and Bcl-2 family gene expression profiling will hopefully allow us
to validate ABT-199 monotherapy as an effective targeted therapy
for both t(11;14) MM and pPLC.
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Supplementary Figure Legends

Supplemental Figure 1

Peripheral Blood Lymphocytes (PBL) were obtained from 9 healthy donors after informed
consent. PBL. were obtained after gradient density centrifugation using Ficoll Hypaque and
then were cultured with increasing doses of ABT-199 during 18 hours. Cell death was
assessed by APO 2.7 staining.

Supplemental Figure 2

Bcl-2 (A) and Mcl-1 (B) mRNA levels discriminate ABT-199 sensitive from resistant cell
lines. Quantitative PCR was performed using the following TagMan probes (BCL2
(Hs00608023_m1), MCL1 (Hs00172036_m1) and RPL37a (Hs01102345_m1). The relative
expression of Bcl-2 and Mcl-1 mRNA was calculated according to the equation of Pfaffl and
normalized to the JIN3 cell line. Sensitive HMCLs were defined as having a LDs inferior to
100 nM.



ARTICLE 3: La technique de BH3 profiling permet de déterminer la
dépendance a Bcl-2 des cellules de myélome multiple et prédit la sensibilité

aux BH3 mimétiques.

Comme il I’a été décrit dans I’introduction bibliographique, le BH3 profiling est un test
fonctionnel permettant de mesurer la dépendance des cellules tumorales aux différentes
protéines anti-apoptotiques. J’ai pu intégrer durant ma troisiéme année de thése de sciences le
laboratoire du Pr Anthony Letai (Dana-Farber-Cancer-Institute, Harvard Medical School,
Boston) afin d’étudier la capacité du BH3 profiling a prédire la sensibilité aux BH3 mimétiques
des cellules tumorales de MM.

En utilisant cette technique du BH3 profiling, nous avons tout d’abord caractérisé le
priming mitochondrial de 8 lignées de MM. Les résultats ont confirmé une hétérogénéité inter-
lignées, certaines lignées étant soit Bcl-2, Bel-xL ou Mcl-1 dépendantes. Certaines lignées
presentent une co-dépendance : Bel-2+Bcl-Xt, ou Mcl-1+Bcl-X.. Il est retrouvé une corrélation
significative entre la réponse au peptide BAD et la sensibilité in vitro aux BH3 mimétiques
ABT-263 et ABT-199. Le priming mitochondrial de 14 patients atteints de MM ont ensuite pu
etre analysés. Les cellules primaires de 5 patients ont été trouvées sensibles & I’ABT-263, dont
3 sensibles également a I’ABT-199. 11 est également retrouvé une corrélation significative entre
la sensibilité¢ aux BH3 mimétiques et la réponse au peptide BAD. De maniére intéressante,
deux patients sur les trois sensibles 2 I’ABT-199 présentaient une translocation t(11 ;14), ce qui
appuie nos précédents résultats (article 2). Les résultats sur cellules primaires montrent que

eux patients sont retrouvés sensibles & I’ABT-263, et résistants 4 I’ABT-199, soulignent
Iintérét thérapeutique de cibler Bcl-xL chez certains patients. La technique de BH3 profiling
semble donc un bio-marqueur efficace pour prédire la sensibilité des cellules primaires de MM

al’ABT-199.
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ABSTRACT

Despite significant improvement in the treatment of multiple myeloma (MM) patients, relapse
remains inevitable. Anti-apoptotic proteins of the BCL-2 family inhibit the commitment to
apoptotic cell death and represent attractive targets for therapy. BH3 profiling is a functional
assay that identifies the tumor cell’s addiction to these anti-apoptotic members. In the present
study, we tested the BCL-2, BCL-X; and MCL-1 dependence of both MM cell lines and
primary samples. We showed that MM is a heterogeneous disease regarding its dependence
on anti-apoptotic proteins and cannot be considered as monolithically MCL-1, BCL-2 or
BCL-X. dependent. Moreover, BH3 profiling allowed the identification of a BCL-2
dependent subset of MM patients and predicted sensitivity to ABT-199 in vitro.
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INTRODUCTION

Despite a significant improvement in the survival of multiple myeloma (MM) patients, the
disease remains incurable and innovative strategies are needed. Interactions among BCL-2
family proteins mainly determine cellular fate decision in response to drug therapy. Thus,
anti-apoptotic members such as BCL-2, BCL-X; or MCL-1 represent attractive targets for
therapy'. BH3 profiling is a functional assay that identifies the tumor cell’s addiction to these
anti-apoptotic members.”> The oral BCL-2-specific BH3 mimetic ABT-199 demonstrates very
promising results in BCL-2 dependent malignancies such as chronic lymphoid leukemia
(CLLY** and mantle cell lymphoma’. To date, there has been no determination of what
proportion of MM cases are likely to be BCL-2 dependent. The present study demonstrated
that MM is a heterogeneous disease with respect to BCL-2, BCL-X;, or MCL-1 dependence.
Moreover, identification by BH3 profiling of BCL-2 dependence predicted in vitro sensitivity

to BH3 mimetics.
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METHODS

Cells. The identity of the following human myeloma cell lines KMS12-PE, XG-5, SKMM2,
LP-1, L363, NCI-H929, RPMI-8226 and MMI1-S was confirmed by DNA fingerprinting.
Primary cells were obtained after informed consent from MM patients treated at the Dana
Farber Cancer Institute, Boston, USA. Drugs. ABT-199 and ABT-263 were provided by
AbbVie laboratories (North Chicago, IL, USA). BH3 profiling. As previously described®,
tumor cells were pelleted and resuspended in DTEB buffer with addition of each BH3 peptide
treatment with 0.002% w/v digitonin. BAD, HRK and MS1 peptides sequences have been
previously described”®. Mitochondria in the permeabilized cells were exposed to peptides for
45 min at 26°C before fixation with 2% formaldehyde at room temperature for 15 min. After
addition of neutralizing buffer, cells were stained with anti-cytochrome c-Alexa488
(#560263, BD Biosciences) 1:100 in 0.1% Saponin/1%BSA/PBS overnight at 4 C. The
quantification of cytochrome c¢ loss induced by each peptide was analyzed by FACS (LSR

Fortessa flow cytometer, BD Bioscience).



81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

RESULTS AND DISCUSSION

BH3 profiling of myeloma cell lines demonstrates heterogeneous BCL-2 dependency and
correlates with in vitro sensiti\.'ity to BH3 mimetics. Dependence on BCL-2, BCL-X; or
MCL-1 was measured in 8 human myeloma cell lines. After cell permeabilization,
mitochondria were exposed to standardized amounts of BAD, HRK or MS1 peptides. The

affinity of these peptides for the anti-apoptotic proteins are summarized in Figure 1a>**, The

cytochrome c release induced by each peptide was quantified by FACS analysis. Dependence

on individual anti-apoptotic proteins was found to be very heterogeneous from one cell line to
another (Figure 1b). Two cell lines (LP-1 and L-363) were found to be relatively purely
MCL-1 dependent. XG-5 and SKMM2 were found to be relatively BCL-2 dependent and
MM1-S was found to be relatively purely BCL-X; dependent. The remaining cell lines were
characterized by co-dependency on anti-apoptotic proteins: BCL-2 and BCL-X; (KMS12-PE)
or BCL-X, and MCL-1 (NCI-H929 and RPMI-8226). We then determined the in vifro
sensitivity of MM cell lines to the BH3 mimetics ABT-199 and ABT-263 (Figure 1¢). The
mitochondrial response to BAD peptide predicted the in vitro sensitivity to ABT-263 (Figure
1d). The BAD minus HRK mitochondrial response was used to reflect the specific BCL-2
dependency and significantly predicted sensitivity to ABT-199. (Figure 1d) Finally, the
cytochrome c release in response to ABT-199 and ABT-263 strongly correlated with the in

vifro sensitivity to the drug.

BH3 profiling of primary myeloma cells predicts in vitro sensitivity to BH3 mimetics. We
then determined the mitochondrial priming of primary plasma cells obtained from 14 different
patients with a diagnosis of de novo or relapsed MM. Patient characteristics are summarized
in Figure 2a. As observed with cell lines, patient samples showed a heterogeneous
dependence on anti-apoptotic proteins (Figure 2a). Of note, mitochondria of 5 patient samples
were found to be relatively independent of BCL-2, BCL-X;, or MCL-1. We also determined
the in vitro sensitivity to ABT-199 and ABT-263. 3 and 5 samples were found to be sensitive
(LDso< 100 nM) to ABT-199 and ABT-263, respectively. As shown in Figure 2b, BH3
profiling using the BAD peptide correlated with the in vitro sensitivity to ABT-199 and 263.

Discussion. BH3 profiling is a unique, functional method to measure the dependence to the
anti-apoptotic proteins in live cancer cells. The present study demonstrates that Multiple

Myeloma is a heterogeneous disease regarding its dependence on anti-apoptotic proteins and
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cannot be considered as monolithically BCL-2, BCL-X;, or MCL-1 dependent. MCL-1 is
expressed in MM cells at levels higher than normal plasma cells and its expression level has
been shown to affect clinical outcome®'’. Here, mitochondria from half of MM cell lines (4/8)
and from almost one third of primary samples (4/14) were found to be MCL-1 dependent.
These results are consistent with the requirement for MCL-1 for survival of many myeloma
cells. BH3 profiling also identified a subset of BCL-2 and/or BCL-X; dependent MM cells
with relatively less dependence on MCL-1 and correctly predicted sensitivity to the BH3
mimetics ABT-199 and 263. In our series, one MM cell line (MM1-S) and 2 primary samples
(#7 and #11) were found to be sensitive to ABT-263 but insensitive to ABT-199, that linked
to their BCL-X dependence determined using BH3 profiling. Even if these findings indicate
that BCL-X|. could be an attractive target for MM, the BCL-X| -related platelet toxicity has
impaired the clinical development of ABT-263''. Previous studies identified MM cells
sensitive to BH3 mimetics based on their BCL-2/MCL-1 mRNA ratio'*"* or interactions of
BCL-X., and BCL-2 with BIM'. From a practical point of view, BH3 profiling can be
performed in just a three hours with fewer cells (5.10* plasma cells to determine response to
the BAD BH3 peptide). This consideration is of importance because bone marrow samples
from MM patients usually contain a low percentage of plasma cells (the median percentage of
plasma cell in BM aspirate was 9% in our series). It has been previously reported that
sensitivity to ABT-199 was restricted in MM patients with t(11;14) translocation'®. Here,
among the three ABT-199 sensitive samples, two were found to be t(11;14). By including
previous data from Touzeau et al'®, sensitivity to ABT-199 from 29 different primary MM
samples was analyzed. Overall, 7 samples (24%) were found to be sensitive to the drug
(LDsp<100 nM). Interestingly, 6 of these ABT-199 sensitive samples carried the t(11;14)
translocation. Of note, the remaining sensitive sample was found to be BCL-2 dependent
according to BH3 profiling. However, one sensitive patient sample was found to be negative
for the t(11;14) translocation suggesting that BCL-2 dependence may exist beyond this
cytogenetic subgroup. The positive (PPV) and negative (NPV) predictive value of BH3
profiling to predict ABT-199 sensitivity were 75 and 100%, respectively (supplemental
Table).

Overall, and as previously demonstrated in other hematologic malignancies*®!>, BH3
profiling identifies BCL-2 dependence in myeloma cells and predicts sensitivity to BH3
mimetics. Phase 1 clinical trials are currently evaluating the safety of ABT-199 as a single

agent (NCTO01794520) or in combination with bortezomib plus dexamethasone
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(NCT01794507) in relapsed MM patients. The promising predictive value of BH3 profiling
needs to be confirmed in the context of prospective clinical studies. Because BCL-2
dependency was found only in a subset of myeloma patients, future clinical trials with an
efficacy objective should integrate biomarkers such BH3 profiling to stratify potential

candidates for ABT-199 therapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: BH3 profiling of Myeloma cell lines demonstrates heterogeneous Bcl-2

dependancy and correlates with in vitro sensitivity to BH3 mimetics.

(a) Binding affinity of BH3 peptides, ABT-199 and ABT-263 for the anti-apoptotic proteins.
Green and red colors indicate high and low affinity, respectively>®-. (b) Intracellular BH3
(iBH3) profiling was performed using BAD (100pM), HRK (100uM) and MS-1 (10uM)
peptides. Values indicate the percentage of cytochrome ¢ negative cells. Indicated values are
the mean of 3 independent experiments. KMS12-PE, XG-5 and SKMM2 were provided by
Dr. M. Amiot (Inserm U892, Nantes, France). LP-1, L363, NCI-H929, RPMI-8226 and
MM1-S were provided by Dr Anderson (DFCL Boston, MA, USA). Cell lines were
maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS and 2mM glutamine. XG-5
required 2 ng/mL Interleukin-6. (c¢) Sensitivity of Myeloma cell lines to the BH3 mimetics
ABT-199 and ABT-263. Cell lines were treated with ABT-199 or ABT-263 for 24 hours and
viability was measured by CellTiter-Glo® according to the manufacturer’s protocol
(Promega). Cell lines were cultured with increasing doses of ABT-199 or ABT-263 during 24
hours. Indicated values are the mean of 3 independent experiments. Light grey line indicates
ICs0 <100 nM, Dark grey line indicates ICs, between 100 and 5000 nM, black lines indicate
ICs0 > 5000 nM (d) ICsy of myeloma cell lines were correlated with the mitochondrial
response to BAD (100pM), BAD (100uM) — HRK (100uM) peptides and with ABT-199 or
263 (1uM). All correlations were tested using a one-tailed Spearman r correlation using

GraphPad Prism software.

Figure 2: BH3 profiling of primary myeloma cells predicts lines in vitro sensitivity to

BH3 mimetics.

(a) Mitochondrial priming of multiple myeloma primary cells. Intracellular BH3 (iBH3)
profiling was performed using BAD (100uM), HRK (100uM) and MS-1 (10uM) peptides.
Primary cells were obtained after informed consent from MM patients treated at the Dana
Farber Cancer Institute, Boston, USA. Plasma cells from bone marrow were purified after

Ficoll-Hypaque separation with immuno-magnetic anti-CD138 (Miltenyibiotec) and cultured
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in RPMI-1640 supplemented with 10% FBS, 2mM glutamine and 2 ng/mL Interleukin-6.
Abreviations: Iso, immunoglobulin isotype; Diag, Newly diagnosed myeloma; Rel, relapsed
myeloma. HD: hyperdiploidy. 'All samples were screened by FISH for the t(11;14), t(4;14),
17p deletion and caryotype was performed for hyperdiploidy status. *Values indicate the
percentage of cytochrome ¢ negative cell. *Values indicate the percentage of apoptotic cells.
Cells were cultured with/without the drugs during 16 hours. Cell death was assessed by flow
cytometry after annexin V staining Dark grey: >50%, Intermediate grey: 20-49, light grey:
<20% (b) Primary samples were cultured for 16 hours with/without ABT-199 or ABT-263
(100 nM). Cell death was measured by FACS using Annexin V staining. Percentages of
apoptotic cells were correlated with the BAD (100uM) peptide. All correlations were tested

using a one-tailed Spearman r correlation using GraphPad Prism software.



Legend:

Supplemental Table:

Legend: Se, sensitivity; Sp, specificity; PPV, positive predictive value; NPV, negative
predictive value. For the t(11;14) translocation test, a positive test was determined by the
presence of the translocation. For the BH3 profiling test, a positive test was defined by a BAD
(100 uM) response (% cytochrome ¢ negative cells) > 50%
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Figure 2:
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Supplementary data :

Se Sp PPV NPV
t(11;14) 85.7% 86% 66.6% 95%
BH3 profiling 100% 91% 75% 100%
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I- Evaluation pré-clinique de I’ABT-737 dans le lymphome a

cellules du manteau

Ce travail a mis en évidence une importante hétérogénéité de sensibilité a I’ ABT-737
des lignées et des cellules primaires de LCM. (Touzeau et a/, 2011) Plusieurs travaux avaient
rapporté la sensibilité¢ de lignées tumorales ou cellules primaires de LCM, mais & partir
d’effectifs plus faibles, et au sein d’autres hémopathies malignes. (Tse ez al, 2008; Vogler et al,
2008; Paoluzzi et al, 2008) De ce fait, ces travaux n’avaient pas mis en évidence cette
hétérogénéité de sensibilité a I’ABT-737. Pourtant, cette notion est importante car renvoie a la
nécessité de bio-marqueurs permettant de repérer les patients les plus 8 méme de bénéficier de
cette drogue.

Compte tenu du mécanisme d’action trés spécifique de I’ABT-737, I’expression des
protéines anti-apoptotiques ciblées (Bcl-2, Bcl-Xp) et non ciblées (Mcl-1) par la drogue
apparait comme les facteurs directs associ€s a la sensibilité. Le role de Mcl-1 dans la résistance
a I’ABT-737 a été rapporté dans différents modeles cellulaires : leucémie aigue myéloblastique,
(Konopleva et al, 2006) lymphome a grandes cellules B, (van Delft et al, 2006) myélome
multiple (Bodet et al, 2011) et tumeurs solides. (Tahir et al, 2007) Dans notre étude, nous
avons confirmé par technique de SiRNA le role de Mcl-1 dans la résistance a I’ABT-737 dans
le mode¢le particulier du LCM. De plus, nous avons démontré la valeur prédictive du ratio
d’ARN Bcl-2/Mcl-1 déterminé par PCR quantitative sur la sensibilité a I’ ABT-737.

Comme 1’expression de Mcl-1 est associée a la résistance & I’ABT-737, nous avons
étudié 1’effet anti-tumoral de combinaisons avec des drogues inhibant 1’expression de Mcl-1.
Le flavopiridol est un flavonoide de synthése inhibant la transcription via 1’inhibition des CDK
activant ’ARN polymerase. Ainsi, le flavopiridol inhibe fortement 1’expression de Mcl-1,
protéine a demi-vie courte. Aprés avoir confirmé 1’inhibition de la transcription de Mcl-1 par le
flavopiridol sur des lignées de LCM résistantes a I’ABT-737, nous avons montré une forte
action anti-tumorale synergique de la combinaison ABT-737 + flavopiridol. Cette synergie a
été rapportée par d’autres dans un modéle de lignées de lymphome & grandes cellules B,
(Yecies et al, 2010) et plus récemment dans un modele de leucémie aigue myéloblastique.
(Kasper et al, 2012)

Bien que le flavopiridol ait montré des taux de réponses significatifs chez les patients
atteints de LCM, (Kouroukis et al, 2003) cette drogue n’est pas actuellement validée par les

instances francaise ou européennes du médicament pour le traitement de ces patients. Nous
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avons donc évalué la combinaison de I’ABT-737 avec deux drogues actuellement
incontournables dans le traitement des patients atteints de LCM : 1’aracytine et le bortezomib.
Une synergie a été observée pour ces deux combinaisons, via une inhibition de 1’expression de
Mcl-1 par I’aracytine, et via une augmentation de I’expression de Noxa, BH3 only inhibant
spécifiquement Mcl-1 avec le bortezomib. Une synergie de I’ABT-737 avec le bortezomib a été
confirmée dans plusieurs études concernant la leucémie aigue lymphoblastique T, (Kunami et
al, 2014) le mélanome malin, (Reuland er al, 2012), la LLC, (Tromp et al, 2012) et les
lymphomes malins dont MCL. (Paoluzzi ef al, 2008)

Ainsi, nous pouvons proposer la stratégie thérapeutique suivante (Figure 27) selon le

profil d’expression de Bcl-2 et Mcl-1 des cellules tumorales.

Figure 27: Stratégie thérapeutique selon le profil d'expression de Bcl-2 et Mcl-1 des
cellules de LCM
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Pour les patients présentant un profil Bcl-2"/Mcl-1""", un traitement par ABT-737
suffit a induire I’apoptose des cellules tumorales. Pour les patients présentant une forte

expression de Mcl-1, I’ABT-737 doit étre associé a un traitement neutralisant Mcl-1 : soit par
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une diminution de son expression (falvopiridol, aracytine (AraC)), soit par une induction de
Noxa, inhibant spécifiquement Mcl-1 (bortezomib).

Le developpement clinique de ’ABT-737 a été limité par la toxicité plaquettaire
significative liée a I’inhibition de Bcl-Xy. (Roberts ez al, 2012) Pour contourner ce probléme,
un nouveau BH3 mimétique ciblant spécifiquement Bcl-2, ’ABT-199, a été développé.
L’ABT-199 connait actuellement un développement clinique trés rapide dans les syndromes
lymphoprolifératifs B. En effet, I'’ABT-199 a démontré des taux de réponse trés important chez
des patients atteints de LLC en rechute. (ABT-199 Shows Effectiveness in CLL, 2014) La
tolérance de cette molécule orale est tres satisfaisante, en dehors d’un risque de syndrome de
lyse tumorale, 2 cas graves ayant été rapportés. De maniére intéressante, un essai de clinique de
phase 1 mené chez des patients atteints de lymphomes B matures a mis en évidence une
efficacité particuliérement importante dans le LCM : 7/7 patients ont obtenu au moins un
réponse partielle.(Davids et al, 2012) Plusieurs essais de phase 2 sont actuellement en cours
testant ’ABT-199 en combinaison avec d’autres drogues (i.e. bendamustine, rituximab) chez
des patients atteints de LCM.

Cependant, un €lément important majeur restent & investiguer : la résistance acquise aux
BH3 mimétiques ciblant Bcl-2. Plusieurs mécanismes de résistance ont déja été décrits. En
effet, il a ét¢ montré sur lignées de lymphome B que 1’exposition prolongée a 1’ABT-737 induit
la résistance a cette drogue. (Yecies ez al, 2010) Dans cette étude le mécanisme impliqué de la
résistance induite est ’augmentation de 1’expression par les cellules tumorales des protéines
anti-apoptotiques Mcl-1 et Bfl-1. Un autre mécanisme de résistance aux BH3 mimétiques mis
en évidence récemment sur un modele de lignée tumorale est I’acquisition (ou la sélection d’un
clone présent initialement) de mutation au niveau de la poche hydrophobe de Bcl-2 empéchant
la liaison du BH3-mimétique. (Fresquet ef al, 2014) Ces données sont importantes et peuvent
amener a influencer les choix de mode d’administration des BH3 mimétiques : administration
discontinue versus faible dose en continu. De plus, il a été montré une forte liaison de ’ABT-
737 ou 263 avec I’albumine, protéine plasmatique présente abondamment dans le sang, ce qui
diminue fortement la sensibilité des cellules tumorales in vivo. (Vogler et al, 2010) Enfin, un
autre ¢lément important impliqué dans la résistance aux BH3 mimétiques est I’influence du
microenvironnement tumoral. Plusieurs publications ont en effet rapporté cet impact négatif du
microenvironnement sur la sensibilité des cellules de LLC. (Tromp et al, 2012; Vogler et al,
2009a) Dans 1’étude de Vogler et al., le microenvironnement ganglionnaire est mimé en
cultivant les cellules de LLC sur des fibroblastes exprimant le CD40 ligand, en présence d’11-4.

En co-culture, les cellules de LLC deviennent prés de 1000 fois plus résistantes 3 I’ABT-737 en
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raison d’une augmentation de la transcription de Bcl-X et Bel2-Al. Dans I’étude de Tromp et
al, la co-culture sur fibroblastes exprimant le CD40 ligand induit la résistance en augmentant le
ratio Mcl-1/Noxa via I’induction de la voie Nfk-B. Notre équipe travaille actuellement sur
I'impact du microenvironnement sur la sensibilité 2 ’ABT-199. En co-culture sur fibroblastes
exprimant le CD40L, nous montrons que lignées tumorales et cellules primaires de LCM
deviennent plus résistantes 4 I’ABT-199 en raison de 1’augmentation de ’expression de Bel-xL
via I’activation de la voie NF-kB. (Touzeau et al, 2013a) L’article correspondant & ces

résultats, en cours de finalisation, est indiqué en annexe.
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II- Evaluation pré-clinique de I’ABT-199 dans le myélome

multiple

Dans ce travail, nous avons montré que seules les cellules tumorales d’une fraction de
patients atteints MM sont sensibles & ’ABT-199. (Touzeau et al, 2013b) A I’instar de notre
travail concernant le LCM, nous avons analysé la sensibilité a I’ABT-199 de notre collection de
lignées au regard de leur niveau d’expression des protéines anti-apoptotiques ciblées (Bcl-2) et
non ciblées (Bel-Xi, Mcl-1). Ainsi, nous avons montré une corrélation significative entre la
sensibilité¢ & ' ABT-199 et le ratio d’ARN Bcl-2/Mcl-1 déterminé par PCR quantitative. De
maniére intéressante, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre le niveau d’expression de
Bcl-X. et la sensibilité a I’ABT-199. Le rdle de Mcl-1 dans la résistance 4 ’ABT-199 dans le
modele particulier du MM a été confirmé par technique de SiRNA. De maniére intéressante, les
lignées tumorales et les cellules primaires de MM sensibles 2 I’ABT-199, présentant un ratio
d’ARN Bcel-2/Mcl-1 élevé, sont caractérisées par la présence de la translocation t(11 ;14).

Les essais actuels menés dans la LLC sur maintenant un nombre significatifs de patients
montrent que la grande majorité des patients sont sensibles & ’ABT-199. Pour le myélome
multiple, nous montrons dans ce travail que seules les cellules tumorales d’une minorité de
patients sont potentiellement sensibles a cette drogue. Ce message implique la nécessité de bio-
marqueurs efficaces pour sélectionner correctement les bons candidats & un traitement par
ABT-199. Dans cette étude, nous n’avons pu tester le ratio Bcl-2 / Mcl-1 par PCR que pour
trois patients. Bien que les résultats tendent a conforter la valeur prédictif du ratio, 1’effectif
testé reste limité. De plus, la détermination de ce ratio par PCR quantitative nécessite un
nombre de cellules conséquent, au moins 500 000 plasmocytes, ce qui est souvent difficile a
obtenir compte tenu du faible envahissement tumoral médullaire chez la majorité des patients.
Ces €léments ont justifié la recherche d’autres bio-marqueurs, tel le BH3 profiling. Ces
résultats seront discutés dans la partie 3 de la discussion.

Si le présent travail constitue la premiére publication concernant la sensibilité des
cellules de MM a I’ABT-199, d’autres études ont précédemment évalué I’ABT-737 dans cette
pathologie. Cependant, quatre de ces études n’ont pas inclus de lignées sensibles et les DLs,
retrouvées sont de 1’ordre du micromolaire. (Chauhan et al, 2007; Kline et al, 2007; Trudel et
al, 2007; Morales et al, 2011) En ce qui concerne 1’étude des cellules primaires, seule 1’étude
de Trudel ef al a retrouvé des échantillons relativement sensibles a I’ABT-737 (4 patients sur

15 testés, DLsp comprise entre 250 et 500 nM). Les caractéristiques cytogénétiques de ces
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patients ne sont pas indiquées. Dans I’étude de Morales et al, il est retrouvé une corrélation la
sensibilité a I’ABT-737 et le niveau de complexe Bcl-2/Bim ou Bcl-XL/Bim. Enfin, la derniére
étude importante ayant analysé la sensibilité des cellules de MM a I’ABT-737 est celle de notre
équipe, et a mis en évidence la différence de sensibilité des lignées en fonction du sous-groupe
moléculaire et I'importance du ratio Bcl-2/Mcl-1. (Bodet et al, 2011)

Dans la présente étude, seules les cellules tumorales (lignées ou cellules primaires)
positives pour la translocation t(11 ;14) ont été retrouvées sensibles 2 I’ABT-199. A I’inverse,
certaines lignées ou échantillons t(11 ;14) positifs ont été retrouvés résistants 3 ’ABT-199, ce
qui rend imparfait I'utilisation de la translocation t(11;14) comme test biologique prédictif.
Cette restriction de sensibilité des cellules de MM avec t(11 ;14) renvoie 4 la grande sensibilité
a ’ABT-199 des patients atteints de LCM, présentant également la translocation t(11 ;14). En
effet, bien que les effectifs restent limités, le taux de réponse des patients LCM semble plus
important que les patients présentant un lymphome folliculaire, pourtant le modéle de
surexpression de Bcl-2 en raison de la translocation t(14 ;18). Ce lien entre la dépendance a
Bcl-2 et la translocation t(11 :14) est inconnu, et a ce jour non rapporté dans la littérature. S’il a
¢té démontré dans un modele murin de LCM que la protéine cycline D1, surexprimée dans le
LCM, inhibait directement I’apoptose des cellules tumorales par une séquestration de BAX, le
lien entre la Bcl-2 dépendance et la translocation t(11 :14) n’est pas étayé. Les mécanismes
moléculaires sous-tendant ce lien restent donc a déterminer.

Au cours de ce travail, nous n’avons pas évalué I’impact du microenvironnement
médullaire sur la sensibilit¢ & ’ABT-199. Or, il a été montré que le microenvironnement
médullaire, via notamment la sécrétion d’I1-6 ou de VEGF, augmentait I’expression de Mcl-1
par les cellules tumorales. (Le Gouill ef a/, 2004; Puthier et al, 1999a) Ces données pourraient
faire craindre une plus grande résistance des cellules tumorales in vivo.

L’ABT-199 est actuellement testé dans le cadre d’essais de phase 1 chez des patients
atteints de myélome multiple en rechute : en monothérapie (essai Abbvie NCT01794520) ou en
association avec le bortezomib et la dexamethasone (essai Abbvie NCT01794507).

L’importance de Mcl-1 dans la survie des cellules de myélome multiple incite  la mise
au point de molécules BH3 mimétiques ciblant Mcl-1. L’activité pré-clinique sur lignées
tumorales de MM d’une molécule BH3-mimétique spécifique de Mcl-1 a été rapportée lors du
congrés de ’ASH 2014 (Evaluation of Mcl-1 inhibitors in preclinical models of multiple
myeloma. M. Belmonte, abstract 3428). Une premi¢re administration chez I’homme est prévue

dans les mois a venir.
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I11- Aptitude du BH3 profiling a identifier la dépendance a Bcl-2

des cellules de myélome multiple et a2 prédire la sensibilité aux

BH3 mimétiques

L’objectif de ce travail était d’évaluer par la technique de BH3 profiling 1a dépendance
mitochondriale des cellules tumorales de MM aux protéines anti-apoptotiques : Bcl-2, Bel-Xp.
ou Mcl-1. Nous avons montré que le profil d’un panel de lignées tumorales de MM est trés
hétérogéne : certaines lignées présentant une dépendance unique & Bcl-2, Bel-Xp ou Mcl-1,
d’autres présentant une co-dépendance a plusieurs protéines anti-apoptotiques. Cette
hétérogénéité a ét¢ confirmée sur les cellules primaires provenant de patients atteints de MM.
De plus, nous avons montré une corrélation significative entre la réponse mitochondriale au
peptide BAD et la sensibilité aux BH3 mimétiques ABT-199 et ABT-263.

La nécessité d’un bio-marqueur de sensibilité aux BH3 mimétiques est essentielle pour
les patients atteints de myélome multiple, dont seulement une minorité est potentiellement
sensible in vitro. Dans le précédent travail, nous avons démontré sur les lignées tumorales de
MM la valeur du ratio d’ARN Bcl-2/Mcl-1 pour la prédiction de la sensibilité a ’ABT-199.
Cependant, nous n’avons pu valider la valeur de ce ratio sur un nombre suffisant de patient.
Une des raisons est le nombre élevé de cellules nécessaire pour déterminer le ratio (500 000
cellules environ), nombre difficile a obtenir lors des prélévements médullaires des patients. En
effet, dans la présente étude, le pourcentage médian de plasmocytes au myélogramme n’est que
de 9%. Ainsi, un avantage du BH3 profiling est qu’il nécessite un nombre plus faible de
cellules (environ 40 000 cellules pour évaluer la Bcl-2 dépendance).

La poursuite de I’analyse de la sensibilité in vitro des cellules de MM a ’ABT-199
confirme que la sensibilité des plasmocytes est inferieure a la sensibilité des cellules de LLC ou
de LCM. En effet, la LDso des cellules de MM sensibles est de 10 a 100 nM, tandis que la
sensibilité des cellules primaires de LCM et LLC est souvent < 1 nM. Cette différence de
niveau de sensibilité de 1 & 2 log pourrait nettement influencer I’efficacité in vivo de I’ABT-
199.

De maniere intéressante, les lignées de MM retrouvées Mcl-1 dépendantes selon le BH3
profiling sont significativement plus résistantes aux BH3 mimétiques ciblant Bcl-2 (Figure 28).
Ceci tend a soutenir le réle de Mcl-1 dans la résistance aux BH3 mimétiques montré dans nos

précédents travaux.
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Figure 28: Influence de 1a Mcl-1 dépendance sur la sensibilité aux BH3 mimétiques
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Légende : Vert, lignées MM sensibles (LDsp<100 nM), orange ; lignées intermédiaires, 100<LDsy< 5000 nM ;

rouge, lignées résistantes LDsy>5000 nM). Valeurs de p déterminées avec un test de Mann et Whitney.

Les données apportées par le BH3 profiling impliquent de préciser la définition de
« dépendance » aux protéines anti-apoptotiques. En effet, le terme de dépendance peut
renvoyer a deux concepts biologiques différents : (1) la dépendance pour la survie ou (2) la
dépendance mitochondriale pour I’induction de la voie intrinséque de ’apoptose. En effet, il est
intéressant de noter que pour la lignée LP-1, I’extinction de Mcl-1 par technique de SiRNA
n’induit qu’environ 20% de mort cellulaire. A I’inverse, 1’antagonisation de Mcl-1 par le
peptide MS1 induit la perméabilisation de la MME de la majorité des cellules. De nouveau, ces
données appuie les conséquences différentes de (1) I’extinction d’une protéine anti-apoptotique
versus (2) la dissociation des complexes entre cette protéine anti-apoptotique et les protéines
pro-apoptotiques qu’elle séquestre.

En additionnant les données de nos deux travaux concernant la sensibilité des cellules
de MM 4 ’ABT-199, nous avons pu analyser un total de 29 échantillons dans des conditions
comparables. En tout, 7 échantillons (24%) ont ét¢ trouvés sensibles a ’ABT-199 (DLs, < 100
nM). De maniére intéressante, 6 de ces 7 prélévements sensibles sont positifs pour la
translocation t(11;14). De plus, trois échantillons présentant la translocation t(11;14) ont été
retrouvés résistants a 'ABT-199. Ces résultats sont schématisés dans la Figure 29 et soulignent

I’association entre la sensibilité a 1’ABT-199 et la présence de la translocation t(11 ;14).
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Figure 29: Schéma bilan des échantillons primaires testés a ' ABT-199
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Les mécanismes sous-tendant cette association entre la dépendance a Bcl-2 et la
translocation t(11 ;14) ne sont a ce jour pas précisés. L’étude de ces mécanismes constitue une
perspective importante de ce travail.

Sur la base de ces données in vitro et sous réserve d’effectifs encore modérés, il apparait
qu’une minorité de patients (environ 20%) peuvent bénéficier d’un traitement par ABT-199.
Au cours de I’essai de phase 1 testant I’ABT-199 en monothérapie (essai Abbvie
NCT01794520), 2 patients ont obtenu une rémission complete et 3 patients ont obtenu une
réponse partielle. Les données clinico-biologiques de 1’un de ces patients, inclus dans le centre
de Nantes, sont résumées dans la Figure 30. De maniere intéressante, ces 5 patients répondeurs
présentaient tous un MM t(11;14). Dans cet essai, aucune réponse n’a été enregistrée parmi les
patients non t(11 ;14). Ainsi, les données de cet essai clinique semblent valider le message
porté par ce travail de thése concernant 1’association entre la t(11 ;14) et la Bcl-2 dépendance

dans le MM.
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Figure 30: Réponse clinique 42 'ABT-199 obtenue chez un patient atteint de myélome
réfractaire
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Légende : Len, lenalidomide ; Dex, dexamethasone ; HD, High-Dose ; Poma, pomalidomide ; VMP Velcade-

Melphlan-Prednisone.

Patient de 73 ans atteint de myélome multiple en rechute, réfractaire aux 3 derniéres lignes de traitemeent.
Inclusion dans I’essai de phase 1 Abbvie testant I’ABT-199 en monothérapie. Obtention d’une réponse
significative aprés 2 cycles : réduction de 49% du pic monoclonal. Aprés stabilisation de cette réponse pendant 3

nouveaux cycles, le patient a de nouveau progressé.
Lors de la réalisation d’essais cliniques ayant pour objectif principal 1’efficacité et non

la tolérance, il nous apparait essentiel de sélectionner les patients selon un bio-marqueur

prédisant la dépendance a Bcl-2.
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Conclusion
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La survie des cellules tumorales repose principalement sur un déséquilibre entre les
protéines anti-apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ainsi, les
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 constituent des cibles thérapeutiques attractives.
Les BH3 mimétiques sont des petites molécules capables de restaurer I’apoptose des cellules
tumorales en libérant les protéines pro-apoptotiques séquestrées par Bcl-2 et/ou de Bel-X|..

Mon travail de thése a évalué la sensibilité in vitro aux BH3 mimétiques (ABT-737 et
ABT-199) des cellules tumorales de deux syndromes lymphoprolifératifs matures, le MM et le
LCM. Pour ces deux modeles, nous avons pu mettre en évidence une importante hétérogénéité
de sensibilité & ces drogues. L’expression relative de Bcl-2 et de Mcl-1 a été montrée comme
un facteur majeur sous-tendant la sensibilité aux BH3 mimétiques. L’analyse de la dépendance
mitochondriale a4 Bcl-2 des cellules tumorales par la technique du BH3 profiling s’avére
également un bio-marqueur précieux de la sensibilité aux BH3 mimétiques. De maniére
intéressante, nous avons démontré dans le myélome multiple que la sensibilité 3 I’ABT-199
était principalement retrouvée dans le sous groupe des patients présentant une translocation
t(11,14). Ce message important semble validé par les données préliminaires de 1’essai de phase
1 testant ’ABT-199 en monothérapie chez des patients atteints de myélome en rechute, puisque
les réponses significatives n’ont été observées que chez des patients avec translocation
t(11 ;14).

De nombreux essais clinique sont actuellement en cours afin d’évaluer ’ABT-199 dans
le LCM et le MM. 1l nous apparait important de valider de maniére prospective dans le cadre
de ces essais cliniques, les bio-marqueurs décrits dans ce travail de thése (ratio Bel-2/Mcl-1,
BH3 profiling, t(11 ;14) dans le MM), afin de pouvoir a terme mieux sélectionner les patients

les plus a méme de bénéficier de cette drogue.
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The aggressive biological behavior of mantie cell lymphoma (MCL) and its short
response to current treatment highlight a great need for better rational therapy.
Herein, we investigate the ability of ABT-199, the Bci-2-selective BH3 mimatic;
to kill MCL cells. Among MCL cell lines tested (n = 8), only three were sensitive
(LD;, < 200 nM). In contrast, ali primary MCL samples tested (n = 1i} were highly
sensitive to ABT-199 (LD, < 10 nM). Mci-1 and Bcl-x, both confer resistance to
ABT-19%-specific kiliing and BCL2/(BCLXL+MCL1) mRNA ratio is = strong predictor
of sensitivity. By mimicking the microenvironment through CD40 stimulation, we
show that ABT-199 sensitivity is impaired through activation of NF-kB8 pathway and
Bcl-x, up-regulation. We further demonstrate that resistance is rapidiy lost when MCL
ceiis detach from CD4CL-expressing fibrobiasts. It has been reporied that ibrutinib
induces iymphocytosis in vivo hoiding off malignant celis from their protective
microenvironment. We show here for two patients undergoing ibrutinib therapy that
mobilized MCL cells are highly sensitive to ABT-199. These resuits provide evidence
that in situ ABT-199 resistance can be cvercome when MCL celis escape from the
lymph nodes. Altogether, our data support the ciinical appiication of ABT-199 therapy
both as a single agent and in sequential combination with BTK inhibitors.

INTRODUCTION

Mantle cell lymphoma (MCL) is a mature B-cell
neoplasm characterized by an aggressive clinical course.
Although recent progress in the treatment of MCL
patients has yielded high complete response rates, relapse
invariably occurs and MCL remains incurable [1, 2].
This highlights the necessity to uncover the mechanisms
involved in tumor cell survival and drug resistance.
The primary oncogenic event in MCL is the t(11;14)
translocation resulting in cyclin D1 overexpression
and consequent cell cycle dysregulation [3]. However,

additional mechanisms are required for MCL progression,
including alteration of the mitochondrial apoptotic
pathway, which mainly determines cell fate [4—6]. Among
the critical components of the apoptotic machinery, the
anti-apoptotic protein Bcl-2 is overexpressed in MCL
cells and may then represent an attractive target for
innovative therapy. BH3 mimetics, such as ABT-737
and ABT-263 (navitoclax), which bind with high affinity
Bcel-2 and Bel-x; have been developed. They displace
pro-apoptotic proteins from Bcl-2 and Bel-x, and induce
apoptosis through a Bax or Bak dependent manner [7, 8].
Recently, navitoclax has demonstrated antitumor activity
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in B-cell malignancies but its clinical development was
limited by the significant thrombocytopenia caused by
Bcl-x, inhibition [9]. To overcome this toxicity, the first-
in- class orally bioavailable Bcl-2-selective BH3 mimetic
ABT-199 was developed and thus far has shown very
promising antitumor activity while sparing platelets in
chronic lymphoid leukemia (CLL) and B-cell lymphomas,
including MCL [10, 11].

Recently it has been demonstrated that tumor
microenvironment strongly influence proliferation,
survival and drug resistance in MCL cells [12, 13].
Moreover, microenvironment has been implicated in
BH3 mimetic resistance via the modulation of Bcl-2
family proteins expression in CLL cells [14-16]. In the
present study, we investigated the apoptotic efficiency
of ABT-199 in both MCL cell lines and primary cells by
integrating the key role of the microenvironment. This led
us to propose a rational combination strategy to overcome
microenvironment-dependent ABT-199 resistance through
prior induction of cellular egress in peripheral blood using
the selective BTK inhibitor ibrutinib [17].

RESULTS

Mantle cell lymphoma sensitivity to ABT-199
corrclates with BCL2/(MCLI+BCLXL) gene
expression ratio

To determine sensitivity of MCL cells to ABT-
199, cell lines (» = 8) were treated with increasing doses
of ABT-199 for 48 hours. As shown in Table 1A, the
efficacy of ABT-199 was heterogeneous among MCL
cell lines. Indeed, MAVER-1, MINO and GRANTA-519
cells were found to be highly sensitive to ABT-199 (LD,
from 15 to 200 nM) while Z138, JeKo-1, REC-1, JVM2
and UPN-1 were found to be resistant (LD, from 1000
to 10000 nM) (Table 1A). We next addressed ABT-199
sensitivity in primary MCL cells obtained from peripheral
blood of 11 patients at diagnosis or relapse. In contrast to
MCL cell lines, low doses of ABT-199 (10 nM) induced cell
death in all samples, ranging from 53% to 98% indicating
that primary cells presented a LD, < 10 nM (Table 1B).

We next analyzed the sensitivity to ABT-199 in
regards to the expression of anti-apoptotic Bel-2 family
members determined by RT-qPCR in both cell lines and
primary samples (Table 1). Whereas BCL2 and MCLI
levels were similar in both cell lines and primary cells,
BCLXL mRNA expression was significantly lower in
primary MCL cells (p = 0.002) (Fig. 1A). We previously
reported that the BCL2/MCL] ratio was a powerful
biomarker for predicting ABT-737 sensitivity in MCL
[18]. Using both MCL cell lines and primary cells
we found here a direct correlation between ABT-199
sensitivity threshold and MCLJ and BCLXL anti-apoptotic
gene expression. Indeed, whereas neither BCL2/MCLI nor

BCL2/BCL2XL. mRNA ratios were sufficient
(Supplementary Fig. S1A), BCL2/(MCLI+BCLXL)
mRNA ratio discriminated sensitive from resistant MCL
cells with a cut-off value of 0.67 (p < 0.001; Fig. 1B).
Of note, the Bel-2/(Mcl-1+Bcl-x, ) protein ratio strongly
correlated with the mRNA ratio in MCL cells (p < 0.001;
Supplementary Fig. S1B-S1C). Taken together, these data
suggest that both Bel-x, and Mcl-1 expression play a role
in ABT-199 resmtdncc in MCL through increase of the
apoptotic threshold.

To investigate the role of Bel-x, and Mcl-1 in
ABT-199 response, these anti-apoptotic proteins were
knocked down using siRNA in both Z138 and JeKo-1
resistant cells. Mcl-1 silencing sensitized both cell lines
to lower doses of ABT-199 confirming the critical role of
Mcl-1 in BH3-mimetics resistance as previously shown
(Fig. 1C) [18]. Bel-x silencing also sensitized Z138 and
JeKo-1 cells to ABT-199, to a lesser extent than Mcl-1
silencing which may be explained by a lower silencing
efficacy (Fig. 1C~1D). These results confirm that both
Bel-x, and Mcl-1 determine ABT-199-specific response
in MCL cells.

CD40 stimulation reduces ABT-199
efficacy in MCL cells

Because MCL cells mainly reside in lymph nodes
we next asked whether microenvironment interactions
could impact their sensitivity to ABT-199. In order to
mimic the lymph node microenvironment where CD40-
CDA40L interaction takes place, ABT-199 sensitive MCL
cell lines (MINO and MAVER-1) were cultured on
CD40L-expressing fibroblast L cells (L-40L). Co-culture
with L-40L dramatically reduces their sensitivity to ABT-
199 while co-culture with parental fibroblast L cells failed
to induce significant resistance (Fig. 2A). Of note, primary
MCL cells from patients were also significantly more
resistant to ABT-199 when cultured on L-40L with 25 nM
of ABT-199 (n = 6; p < 0.001) (Fig. 2B). By contrast,
culture of MINO cells with conditioned medium from
L-40L culture or with bone marrow stromal cells (HS5)
failed to reduce ABT-199 sensitivity (data not shown).
These results indicate that the CD40 pathway is directly
involved in the resistance to ABT-199 in both MCL cell
lines and primary cells.

Bci-x; up-regulation by CD40 stimulation
coniers resistance to ABT-19%

To assess the involvement of Bel-2 family proteins
in ABT-199 resistance under CD40 stimulation, we
examined their expression following co-culture with either
L or L-40L fibroblasts. CD40 stimulation of ABT-199
sensitive MCL cell lines resulted in a strong up-regulation
of Bel-x, proteins within 6 to 24 hours of co-culture while
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A

Cell lines LD, ABT-199 BCL2 MCLI BCLXL (BCL2)/
(MCLI1+BCLXL)
MAVER-1 15 6.55 0.92 2.01 2.24
MINO 100 1.38 0.60 1.25 6.75
GRANTA-519 200 3.90 0.89 2.16 1.28
Z138 1000 0.98 0.67 1.95 0.37
REC-1 5000 0.68 1.79 3.77 0.12
JVM2 5000 1.48 1.44 2.83 0.35
JeKo-1 7000 1.00 1.00 1.00 0.50
UPN-1 10000 0.01 0.45 1.10 0.00
B
Patient Status ABT-199 BCL2 MCL1 BCLXL (BCL2)/
(10 nM)% of (MCLI+BCLXL)
cytotoxicity
#1 Diag 53 2.76 0.82 0.27 2.53
#2 Diag 56 2.10 0.78 1.07 Li4
#3 Rel 56 3.77 0.9 1.1 1.96
#4 Rel 58 ND ND ND ND
#5 Diag 62 3.57 1.59 0.95 1.41
#6 Diag 62 1.69 1.08 0.32 1.22
#1 Rel 66 1.78 0.8 0.5 1.43
#8 Diag 69 1.20 0.90 0.30 1.0¢
#9 Diag 69 2.05 1.03 I.11 0.5
#10 Diag 77 1.51 0.40 0.30 2.16
#11 Rel 98 ND ND ND ND

Table 1: MCL cell sensitivity to ABT-199 correlates with the BCL2/(MCLI+BCLXL) ratie. (A) Cell
lines were cultured with increasing doses of ABT-199 for 48 hours to determine the median lethal
dose (LD,;: 15-10000 nM). (B) MCL cells from peripheral blood were obtained after gradient density
centrifugation on Ficoll Hypaque. MCL cells were cultured with 10 nM of ABT-199 for 24 hours.
Diag: diagnosis, Rel: relapse, ND: data not determined. The relative expression of BCL2, MCLI and
BCLXL mRNA was defined on purified CD19* cells as described in the Methods section and BCL2/
(MCLI1+BCLXL) mRNA ratio is indicated. Analysis of BCLXL, MCL1 and BCL2 relative expression in
primary MCL cells and cell lines are shown in Figure 1A. Correlation between BCL2/(MCLI+BCLXL)
ratio and ABT-199 sensitivity is shown in Figure 1B.

no modification of Mcl-1 or Bcl-2 levels was observed
(Fig. 3A). The CD40-induced Bcl-x, expression was then
confirmed at the mRNA level in MINO and MAVER-1
cell lines (Fig. 3C).

(D40 activation is known to potently activate both
classical and alternative NF-kB pathway [19], which

mediate Bel-x, upregulation [20]. Thus, we investigated
NF-kB activation through the phosphorylation of IxBa
and accumulation of p52 in MCL cell lines under CD40
stimulation. As shown in Fig. 3A both classical (p-1kB)
and alternative (p52) NF-kB pathways were activated
under CD40 stimulation in both MINO and MAVER-1
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Figure 1: Influence of Bcl-2 family anti-apoptotic proteins or ABT-199 sensitivity in MCL ceils. A. Analysis of the relative
expression of BCLXL, MCL! and BCL2 mRNA by RT-qPCR in MCL cell lines (2 = 8) and primary MCL cells (7 = 8). The relative
expression was normalized to JeKo-1 cell line. B. The BCL2/(MCLI+BCLXL) mRNA ratio correlates with ABT-199 sensitivity in MCL
cells. Cells with a LD, < 200 nM were defined as sensitive whereas cells with a LD, > 1000 nM were defined as resistant. The cut-off
value (0.67) was determined as the mean of BCL2/(MCLI1+BCLXL) ratio of resistant cells + (standard deviation) x 2 (True positive rate;
100%) C. Both Mcl-1 and Bcl-x, confer primary resistance to ABT-199. Z 138 and JeKo-1 cell lines were transfected with Si Control (C).
Mcl-1 or Bel-x, . Following transfection, cells were treated with ABT-199 for 24 hours and cell death was quantified by Apo2.7 staining,
p-value was determined using the paired Student’s 7 test: *p < .05; **p < .01. D. The protein levels of Mcl-1 and Bel-x| were determined
by immunoblotting.
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Figure 2: CD40 stimulation resulted in strong resistance to ABT-199. A. MCL cell lines were cultured alone or on either
parental fibroblast L or CD40L-~expressing fibroblasts L (L-40L) for 24 hours before being exposed to ABT-199. Cell death was assessed in
triplicate by using Apo-2.7 staining, B, Primary MCL cells were cultured alone or on either L or L-40L cells for 24 hours then exposed to
25 nM ABT-199 for 48 hours. Apoptosis was determined by Apo2.7 and CD19 staining.

cells (Fig. 3A). Of interest, CD40 stimulation (24 hours) up-regulation upon CD40 stimulation and significantly
of primary MCL cells (» = 3) also demonstrated a strong prevented the resistance to ABT-199 confirming a critical
Bcl-x, upregulation associated to the activation of both role for Bel-x, in cell protection (Fig. 3D).
classical and alternative NF-kB pathways (Fig. 3B). Because MCL cells frequently disseminate from
To further confirm the critical role of Bcl-x, in the lymph nodes into circulation, we mimicked this process
resistance to ABT-199 induced by CD40 stimulation, by removing MINO or primary MCL cells froma L40-L
we transiently silenced its expression by RNAI. before assessing Bcl-x; levels in order to determine
siRNAs against BCLXL in MINO cells impaired protein whether resistance to ABT-199 would persist after
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Figure 3: Up-regulation of Bcl-xL by CD40 stimulation confers ABT-199 resistance to MINO ceils. A. Immunoblot
analysis of Bcl-2 family (Bel-x, . Mcl-1, Bel-2) and NF-kB (pIkB, IkB, p52) proteins expression in MINO and MAVER-1 cells cultured
on cither parental L or L-40L for 6 and 24 hours. B. Immunoblot analysis of indicated proteins in primary MCL samples cultured on either
L or L-40L cells for 24 hours. * indicates non-specific staining C. BCLXYL mRNA was measured by RT-qPCR in MINO and MAVER-1
cells treated as indicated in A. D. Left panel: MINO cells were transfected with Si Control (Ct) or Bel-x, and silencing at the protein level
was confirmed by immunoblotting. Right panel: following 24 hours of transfection, cells were cultured on either L or L-40L cells before
being treated with ABT-199 for additional 48 hours. (E-F) MINO cells E. and primary MCL cells F. cultured on L-40L for 24 hours were
removed from coculture support and cultured alone for indicated time and analyzed by immunoblotting.

detachment from L40-L. We observed a rapid decrease of
IkBa phosphorylation as well as a progressive reduction
of p52 and Bcl-x, protein level to baseline levels within
24 hours after detachment from L40-L (Fig. 3E-3F).
Taken together, these results suggest that ABT-199
resistance due to CD40/CD40L interaction is linked to
Bcl-x, upregulation and that sensitivity could be rapidly
restored after egress of MCL cells from their protective
microenvironment.

Ex-vivo analysis of the acquired peripheral
CD19*CDS" population following ibrutinib
treatment of MCL patients demonstrates
high sensitivity to ABT-199

Ibrutinib is an irreversible BTK inhibitor that
displays significant antitumor activity in MCL [21].

By inhibiting BCR and chemokine-mediated stromal
adhesion of MCL, ibrutinib has been shown to induce
a redistribution of lymph node-resident MCL [22].
Thus, we investigated the lymphocyte population in
the peripheral blood of a patient that received ibrutinib
(560 mg/d) every day for days 1-7 while treated in the
French compassionate use program. Blood was collected
and analyzed for the presence of CD19* CD5* MCL cells
before treatment and at days 2 and 7 following ibrutinib
treatment. As shown in Fig. 4, the peripheral CD19* CD5*
lymphocyte population increased from 16% to 21% after
2 days and to 61% after 7 days of ibrutinib treatment,
indicating a cellular mobilization (lymphocytosis) from
tissues as previously described (Fig. 4A) [22]. Annexin-V
staining demonstrated that only 9% or 25% of the tumor
cell population undergoes spontaneous apoptosis at
days 2 and 7 following ibrutinib treatment respectively
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Figure 4: Sensitivity of mobilized primary MCL cells to ABT-199 in a patient treated with ibrutinib. A. Peripheral blood
(PB) cells from a MCL patient were collected before (D0) and after ibrutinib treatment (D2 and D7) and labeled with CD19-APC and
CDS5-FITC. The percentage of CD19* CD5* population is indicated in each dot plot. In addition, apoptosis of CD19* MCL cells at D2 and
D7 was assessed by Annexin V-FITC staining with the percentage of apoptotic cells indicated in each dot plot. B. After 7 days of in vivo
ibrutinib single-agent treatment, freshly isolated de novo CD197CDS5" PB cells were cultured with increasing doses of ABT-199 for 24 hours
directly or after coculture with L-40L cells. Cell death was assessed by Annexin V-FITC and CD19 staining. C. Expression of Bel-x, and
activation of the classical (p-lkBa, IkBa) or alternative (p52) NF-kB pathway was analyzed in de novo CD19* MCL peripheral blood cells
with or without L-40L coculture. D. Schematic representation of ibrutinib mechanism of action in MCL cells. By inhibiting BTK, ibrutinib
neutralize both BCR and CXCR4 axis, resulting in egress of MCL cells from the protective microenvironment into peripheral blood.

(Fig. 4A). In order to analyze the cytotoxic efficiency of
ABT-199 on tumor cells mobilized from lymph nodes,
peripheral blood population obtained on day 7 was treated
with increasing doses of ABT-199 for 24 hours. We
found that the CD19" population was highly sensitive to
ABT-199, with a LD50 < 1 nM, confirming that tumor
cells mobilized from tissues following ibrutinib treatment
could be efficiently targeted by ABT-199 (Fig. 4B). The
ABT-199 sensitivity of ibrutinib-mobilized cells was
further confirmed in a second patient who displayed an

increase absolute lymphocyte count (1.9 fold) 10 days
after ibrutinib (Supplementary Figure S2A-S2C). Ex-vivo
co-culture of the peripheral blood population obtained on
day 7 on L-40L confirmed ABT-199-resistance (Fig. 4B,
Supplementary Fig. S2C) as well as NFkB activation and
Bcl-x, up-regulation (Fig. 4C). Thus, we hypothesize that
without ibrutinib-specific inhibition of homing into the
lymph nodes, circulating cells would become resistant to
ABT-199. According to our hypothesize, we demonstrated
that while ibrutinib increased the sensitivity of MINO cells
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to ABT-199, the activity of ibrutinib was not sufficient to
significantly reverse the protection observed on L-40L
co-culture (Supplementary Fig. S3).

DISCUSSION

The opportunity to induce apoptosis by selectively
targeting Bel-2 with ABT-199 is a potentially promising
therapeutic approach in hematological malignancies
[10, 23, 24]. MCL cell lines showed a similar
sensitivity to ABT-199 than the one previously described
for ABT-737 [18], despite the selective affinity of
ABT-199 for Bel-2 but not Bel-x,. However, ABT-199
efficiency may be increased thanks to a higher affinity
to its selective target Bel-2 (x100 fold) [10]. Indeed, we
observed that ABT-199 kills 3 out of 8 MCL cell lines
while it is broadly active against all primary MCL cells
tested (# = 11) at low doses (LD, < 10 nM) (Table 1). We
next demonstrated that ABT-199 sensitivity is significantly
correiated to BCL2/(MCLI1+BCLXL) ratio indicating that
both Mcl-1 and Bcel-x, play a key role in intrinsic ABT-199
resistance (Fig. 1). Of note, until now we didn’t observe
Intrinsic resistance to ABT-199 in the primary MCL cells
tested. However, analysis of a larger number of primary
cells could potentially reveal ABT-199 resistance due to
specific mutation in the Bcl-2 target or in Bax effector
protein as recently reported [25].

Accumulating data indicate  that  the
microenvironment is a critical factor for cancer cell
survival and thus has to be considered for the development
of successful new treatment strategies. In this respect,
special attention has been paid to modifications occurring
in CLL cells stimulated by fibroblasts expressing CD40L,
resulting in ABT-737 resistance [14, 15, 26]. Using this
coculture system to mimic the microenvironment within
lymph nodes, we have shown here that CD40 stimulation
of MCL cell lines and patient samples significantly
reduce ABT-199 sensitivity (Fig. 2). We demonstrated
that (1) peripheral blood MCL cells express low level of
Bcl-x, and are highly sensitive to ABT-199, (ii) upon
CD40 stimulation there is an increase in Bcl-x, protein
level but not Mcl-1 or Bcl-2, and (iii) that sﬂencmg of
BCL-x, overcomes ABT-199 resistance induced by CD40
stlmulanon Taken together our study highlight a critical
role for Bel-x, in microenvironment-dependent protection
of MCL cells to ABT-199.

As previously reported [20], we confirmed that
NF-kB-signaling pathway is involved in CD40-dependent
Bcel-x, up-regulation (Fig. 3). Mechanistically, our
results imply that over-expression of Bcl-x, alters the
balance between pro-and anti-apoptotic Bcl-2 family
proteins and it is the tempting to hypothesize that Bel-x,
is able to capture the pro-apoptotic proteins endogenously
bound to Bcl-2 and released under ABT-199 treatment. Of
note, among the three MCL cell lines highly sensitive to
ABT-199, MINO cells lacks Bim expression in contrast

to MAVER-1 and GRANTA-519 cells, indicating that the
efficacy of ABT-199 is not affected by the absence of Bim
(data not shown).

It was shown recently that ibrutinib, a highly potent
oral Bruton’s tyrosine kinase (BTK) inhibitor, interferes
with the homing of MCL cells into secondary lymphoid
organs and/or bone marrow through the inhibition of
chemokine and BCR signaling [22]. In agreement with
this mechanism of action, ibrutinib induces a concomitant
increase of circulating MCL cells [22]. Since circulating
primary MCL cells are highly sensitive to ABT-199, it
would suggest that combining ABT-199 with ibrutinib
could be a very effective therapy for MCL patients.
Indeed, we have demonstrated that ABT-199 resistance
is rapidly lost when MCL cells detach from CD40L
expressing fibroblast cells and that peripheral MCL cells
isolated from a patient undergoing ibrutinib treatment
were sensitized to ABT-199-mediated killing. Taken
together, these results indicate that ABT-199 resistance
can be overcome when MCL cells escape from the
microenvironments (Fig. 4D).

Based on high response rates in a phase 2 clinical
data, ibrutinib was recently approved by the FDA for the
treatment of MCL [21]. However, approximately one third
of patients did not respond and some became resistant to
ibrutinib during treatment [21, 27, 28]. Because ABT-199
kills MCL cells through a distinct mechanism of action
and is particularly potent against peripheral MCL cells
mobilized by ibrutinib, these agents could be highly
complementary and beneficial to patients with significant
unmet medical need. Their favorable toxicity profiles may
also facilitate their combination in future clinical trials.
Furthermore, a recent study demonstrated synergistic
effect of the ibrutinib and ABT-199 combination on
apoptosis induction in several MCL cell lines [29].
However, while ibrutinib increased the sensitivity of
MINO cells to ABT-199, this drug combination was not
sufficient to reverse the protection induced by the CD40/
CDA40L interaction. These last results reinforce the interest
of sequential strategy taking advantage of ibrutinib-
induced lymphocytosis.

In conclusion, the Bcl-2-selective BH3 mimetic
ABT-199 is a promising agent for the treatment of B-cell
malignancies including MCL and may be especially
attractive in combination with BCR signaling inhibitory
drugs such as ibrutinib, which can drive malignant cells
out of the protective microenvironment of lymph nodes
and bone marrow.

ATERIALS AND METHODS

MCL cells and cell lines

MCL cell lines JeKo-1, MINO, REC-1, MAVER-1
were purchased from DSMZ (Braunschweig, Germany),
Z138 was purchased from ATCC (Manassas, USA),
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GRANTA-519 and UPN-1 were kindly provided by
Dr. V. Ribrag (Institut Gustave Roussy, Villejuif, France)
and Dr B. Sola (IFR 146, University of Caen, France),
respectively. Cell lines were maintained in RPMI-
1640 medium supplemented with 10% FCS and 2 mM
glutamine. Primary cells were obtained after informed
consent from MCL patients treated at the department
of clinical hematology from the University hospital of
Nantes, France. The patient described in Fig. 4 received
ibrutinib single agent therapy (560 mg/d) and achieved
a partial responsc lasting 4 months before progression.
The patient described in Supplementary Fig. S2 was still
under ibrutinib single agent therapy (560 mg/d) at the time
of publication. Peripheral MCL cells from blood were
purified after Ficoll-Hypaque separation with immuno-
magnetic anti-CD19 beads when MCL infiltration was less
than 90% (Miltenyi, Paris, France). Primary MCL cells
were cultured in RPMI-1640 supplemented with 10% FCS
and 2 mM glutamine.

Parental or CD40L-expressing mouse fibroblast
L cells were kindly provided by Dr T. Defrance
(Lyon, France). L cells were cultured in RPMI-1640
supplemented with 10% FCS and 2 mM glutamine.
For the co-culture experiments, L cell were irradiated
with 35 Gray or treated with mitomycin and seeded
(2.5 x 10* cells/mL) 6 to 24 hours before MCL cell lines
(2.5 % 10° cells/mL) or primary cells (5 x 10° cells/mL).
ABT-199 was then added for 48 hours.

Antibodies and reagents

The following antibodies were used for flow
cytometry analysis: anti-Apo2.7-PE, anti-CD5-FITC, anti-
CDI19-APC and control IgG1-FITC mAbs were purchased
from BD Biosciences (I.e Pont de Claix, France). Analysis
of protein expression was conducted by immunoblotting
using the following primary antibodies: anti-Bcl-2,
anti-IxBa and anti-phosho-lkBa (Cell Signaling, Saint
Quentin en Yvelines, France), Anti-Mcl-1 (S19) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-Bel-x, (BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France), Anti-NF-kB p52
Antibody and anti-actin (Merck Millipore, Lyon, France).
ABT-199 was kindly provided by Abbvie Laboratories
(North Chicago, IL, USA) and the selective BTK
inhibitor ibrutinib (PCI-32765) was obtained from Selleck
Chemicals (Souffelweyersheim, France).

Viability assays

Cell death in MCL cell lines was assessed by using
Apo-2.7 staining (BD Biosciences Le Pont de Claix,
France). Cell death in CD19* primary MCL cells was
assessed by Apo-2.7 staining combined with an analysis
of altered cellular morphology (lower FSC). Alternatively,
apoptosis of primary cells was assessed by Annexin

V-FITC staining (Beckman coulter). Fluorescence was
analyzed on FACSCalibur (Cytocell, SFR Bonamy).

siRNA transient transfeciions

Control non-targeted small interfering siRNA (si Ct)
and siRNA against BCLXL and MCLI were purchased
from Thermo Scientific (Courtaboeuf, France). Z138 and
MINO cell lines were electroporated using a Nucleotector
system (Amaxa, Lonza, Basel, Switzerland) according to
the manufacturer’s instructions. Cells (5 x 10°/ml) were
suspended in Nucleofector solution T or SF and
electroporated in the presence of 10 pmol/L siRNA (T01
for MINO, CM150 for Z138 and DN100 for JeKo-1).
The gene-silencing effect was evaluated by immunoblot
analysis.

Quantitative real-time PCR

Quantitative PCR was performed as previously
described [30]. TagMan gene expression assays for BCL2
(Hs00608023_ml), MCLI! (Hs00172036_ml), BCLXL
(BCL2LI; Hs00236329 ml) and RPL37a (Hs01102345
ml) were purchased from Applied Biosystems. The
following thermal cycling parameters were used: 50°C
for 2 min for optimal AmpErase UNG activity and
then 40 cycles at 95°C for 30 s and 60°C for 1 min.
Amplification of the housekeeping gene RPL37u was
conducted for each sample as an endogenous control.

Immunobiot analysis

Cells were collected and lysed in lysis buffer
containing 10 mM Tris, pH 7.6, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA and 1% TritonX100, 2 mM PMSF and 2 mg/ml
aprotinin. Immunoblot analysis was performed according
to published protocols [18].
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Supplementary Figure S1: MCL cell sensitivity to ABT-199 correlates with the Bel-2/(Mcl-1+Bcl-xL) ratio. A. Correlative
analysis of ABT-199 sensitivity with BCL2 mRNA expression as well as BCL2/MCL!, BCL2/BCLXL and BCL2AMCLI+BCLXL) mRNA
ratio were addressed. Cut-off values are represented by the dot line and were determined as: mean of resistant cells mRNA ratio + (standard
deviation) x 2. The true positive rate (sensitivity) was determined by Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysis: BCL2 63%,
BCL2/MCL1 82%, BCL2/BCLXL 91%, BCL2/AMCLI+BCLXL) 100%. B. Immunoblotting analysis of Bel-xL, Mcl-1 and Bcl-2 in the MCL
cell lines panel (n = 8). C. Bcl-2/(Mcl-1+Bcl-xL) protein ratio was determined after quantification of protein expression shown in B and
strongly correlates to the BCL2AMCLI+BCLXL) mRNA ratio (spearman, p < 0.001).
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Supplementary Figure S2: Sensitivity of mobilized primary MCL cells to ABT-199 in a patient treated wit

ibrutinib. A. Increase of Absolute Lymphocyte Count (ALC) is observed 10 days after Ibrutinib treatment (D10) in the peripheral blood
of a MCL patient. B. Peripheral blood (PB) cells were collected 10 days after Ibrutinib treatment (D10) and labeled with CD19-APC and
CD5-FITC. The percentage of the CD19+CD5+ population is indicated. In addition, apoptosis of CD19+ MCL cells at D10 was assessed
by Annexin-V-FITC staining. C. After 10 days of ir vive ibrutinib single-agent treatment, freshly isolated de nove CD19+CD5+ PB cells
were cultured with increasing doses of ABT-199 for 24 hours directly or after coculture with L-40L cells. Cell death was assessed by

Annexin-V and CD19 staining.
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Supplementary Figure S3: in situ Ibrutinib and ABT-199 synergy is not sufficient to reverse CD40L-induced
resistance. MINO cells were cultured alone or on CD40L-expressing fibroblasts L (L-40L) for 24 hours before being exposed to [brutinib
and ABT-199 at indicated doses. Cell death was assessed in triplicate by using Annexin-V staining. p-value was determined using Student's
ttest: *p < .05; **p < .01.
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Titre de la thése: BH3 mimétiques ciblant Bcl-2 : évaluation pré-clinique dans le

myélome multiple et le lymphome a cellules du manteau.

RESUME:

Les interactions entre les protéines de la famille Bcl-2 contrélent la survie de la cellule tumorale. Les protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 constituent donc une cible thérapeutique prometteuse. Les BH3 mimétiques
représentent une nouvelle classe thérapeutique de petites molécules se fixant avec une forte affinité aux protéines
anti-apoptotiques, et déclenchant la mort cellulaire en libérant les protéines pro-apoptotiques activatrices de
I’apoptose. Ce travail a évalué I’activité anti-tumorale de deux BH3 mimétiques, ’ABT-737 (ciblant Bcl-2 et Bcl-
XL) et ’ABT-199 (ciblant Bcl-2) sur les cellules tumorales de myélome multiple et de lymphome & cellules du
manteau, deux hémopathies lymphoides B considérées incurable &4 I'heure actuelle. Nous avons pu mettre en
évidence une importante hétérogénéité de sensibilité a ces drogues. L expression relative de Bcl-2 et de Mcl-1 a
¢té montrée comme le principal facteur sous-tendant la sensibilité aux BH3 mimétiques. L’analyse de la
dépendance mitochondriale a Bcl-2 par la technique de BH3 profiling permet également de prédire la sensibilité
aux BH3 mimétiques. De maniére intéressante, la sensibilité des cellules de MM a4 I’ABT-199 est principalement
retrouvée chez les patients présentant une translocation t(11;14), un sous-groupe représentant prés de 20% des
patients. L’ABT-199 connait actuellement un développement clinique trés prometteur. 11 nous apparait important
de valider de maniére prospective, dans le cadre d’essais cliniques, les bio-marqueurs décrits dans ce travail de
thése (ratio Bel-2/Mcl-1, BH3 profiling), afin de pouvoir & terme sélectionner les patients les plus 3 méme de

bénéficier de cette drogue.
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