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Introduction

p53

Une famille structurée

A compter de la découverte de p53 a la fin des années 70 (Lane and Crawford, 1979;
Linzer and Levine, 1979), des efforts biologiques majeurs se sont déployés pour
comprendre la structure et les mécanismes de cette protéine complexe, aux multiples

facettes et indispensable a la majorité des processus cellulaires.

Le gene TP53 est situé en 17p13.1, il compte 11 exons (dont le 1" est non-codant),
deux promoteurs (un proximal P1 et un interne P2 dans I'exon 4). A cette diversité de
promoteurs s’ajoute une diversité d’initiation de la traduction, chaque promoteur
comptant deux codons d’initiation (ATG1, ATG40, ATG133 et ATG160). La protéine
p53 «canonique » (pleine longueur, TA-p53) compte 393 acides aminés (AA) et est

divisée en plusieurs régions fonctionnelles, Figure 1.

La portion amino-terminale (N-terminal) contient deux domaines de transactivation
(TAD1-2, AA : 1->42 et 43->63), le site de fixation de Mdm2 (Murine Double Minute 2,
la ligase E3 la mieux décrite de p53), est localisé sur le TAD1. Ces TAD sont
nécessaires a la fonction transcriptionnelle de p53, les expérimentations cellulaires et
animales ont mis en évidence que ces deux domaines possédaient des spectres
transcriptionnels différents. Les TAD sont également sujets a de nombreuses
modifications post-traductionnelles, en particulier des phosphorylations (Brady et al.,
2011; Raj and Attardi, 2017). Les TAD sont suivis d’'une région riche en proline,
assurant des fonctions essentielles de réponses aux dommages a I’ADN(AA : 64-90)
et qui assurent la séparation avec le domaine de liaison a ’TADN (DNA Binding Domain,
DBD)(Baptiste et al., 2002). Le DBD représente la plus grande portion de la protéine,
regroupant 4 exons (AA : 91 :292), peu de résidus sont la cible de modifications post-
traductionnelles alors que 90% des mutants des cancers humains s’y concentrent
(p53.iarc.fr, R=18)(Leroy et al., 2014; Pavletich et al., 1993).
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Figure 1. Structure des protéines de la famille p53. A: Domaines
fonctionnels de p53/p63 et p73. En % les degrés d’homologie de séquence.
B : visualisation tridimensionnelle du tétramére p53 interagissant avec une
séquence d’ADN. Au niveau des TAD, le domaine Taz-2 de p300 est figuré
en magenta. TAD : Transactivation Domain, PR : Prolin-Rich Domain,
TET : Tetramerization Domain, CTD : C-terminal Domain, SAM : Sterile
Alpha Motif. Adapté de Joerger et al. et Détsch et al. (Détsch et al., 2010;
Joerger and Fersht, 2010; Joerger et al., 2014).



Le DBD contient les boucles d'interaction avec I'ADN, qui sont elles-mémes
constituées des résidus les plus fréquemment mutés. Le domaine d’oligomérisation
est constitué de structures secondaires (feuillets B et une hélice a) (AA : 325-355), qui
permettent I'association en homodiméres puis en dimeres de dimeéres (tétrameres). Ce
domaine est particulierement discordant avec ses homologues p63/p73, ces derniers
possédant une hélice a de stabilisation supplémentaire(Joerger et al., 2009, 2014). Le
signal de localisation nucléaire (NLS) est inclus dans la partie C-terminale de p53 (AA :
355-393), cette région hautement flexible est soumise a de nombreuses modifications
post-traductionnelles, en particulier elle porte la majeure partie des résidus acétylés
ou ubiquitinylés. Cette extrémité a été initialement décrite comme un répresseur de
I'activité transcriptionnelle de p53, cependant les travaux de ces 15 dernieres années
ont démontré que cette « queue » c-terminale facilite la transcription p53-médiée (en
particulier sur les sites de réponse a p53 non-canoniques) et également les
interactions protéines-protéines grace sa plasticité conformationnelle(Chuikov et al.,
2004; Laptenko et al., 2015; Rustandi et al., 2000; Sullivan et al., 2018; Tong et al.,
2015).

Cet intégrateur cellulaire majeur n’est pas apparu dans le régne du vivant ex-nihilo,
comme en témoignent les études phylogéniques. En 1997 et 1998, Kagahd et Yang
découvrent des protéines homologues a p53 : p73 et p63(Kaghad et al., 1997; Yang
et al., 1998), dont les études structurelles et fonctionnelles réveleront qu’elles
possédent une forte homologie, mais une biologie distincte. En effet, si p63 et p73
partagent certaines des activités de p53, telles la transcription de genes intervenant
dans le cycle cellulaire, elles sont également pourvues d’activités propres en particulier
lors du développement embryonnaire et de la différentiation cellulaire(Dotsch et al.,
2010). P63 est un acteur réle majeur du développement des epithelia tandis que p73
est dévolu au développement neurologique(Yang et al., 1999, 2000). La forme
ancestrale commune semble étre proche de TP63 et TP73, tandis que I'acquisition des
promoteurs internes et finalement TP53 sont plus récentes dans I'évolution (groupe
des chordés). L'évolution se serait faite par duplications géniques permettant la
conservation d’homologie des grands domaines protéiques(Belyi et al., 2010; Soussi
et al., 1987, 1990).

La diversité de la famille p53 ne s’arréte pas a ses membres, en effet, de nombreuses

isoformes (12 pour p53) ont été détectées pour les trois membres p53, p63 et p73.
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Ces isoformes procedent de trois mécanismes principaux, Figure 2(Arai et al., 1986;
Flaman et al., 1996; Matlashewski et al., 1987; Surget et al., 2013). Les isoformes
modifiant la portion N-terminale (appelées AN) utilisent un promoteur alternatif P2 et
des codons d'initiation de la traduction en 40 et 160. Ces formes A (A40p53-, A133p53-
, et A160p53-) sont plus courtes. La forme A40p53- n’a pas de TAD1 et exerce un effet
dominant négatif sur TA-p53(Courtois et al., 2002). La forme A133p53- peut étre
directement transactivée par p53/p63 et p73(Aoubala et al., 2011; Marcel et al., 2012)
et pourrait modifier le programme transcriptionnel de p53. L'épissage alternatif de
intron 9 est a l'origine des isoformes intéressant la partie C-terminale (appelées -
p53a, -p53B; -p53y). L'épissage entier de lintron est responsable de la forme
canonique q, tandis que d’autres schémas avec rétention partielle de I'intron 9 sont a
I'origine d’un raccourcissement de la protéine p53, par transcription d’'un codon stop
(formes B et y). D’'un point de vue clinique, la découverte la plus intéressante reste la
description par I'équipe de Bourdon, d’un impact de la forme y dans le cancer du sein.
Certaines patientes TP53Mt présentaient une sur-expression des isoformes v,
'expression de cette isoforme s’associant a un aussi bon pronostic que les patients
avec deux alléles sauvages de TP53(Bourdon et al., 2011).

P2 (A133p53; A160p53)
P1 (p53; A40p53)

A40p53 By
ATGq TAD1 TAD2 PXXP DBD NLS OD  Neg MW
p530 (p53) | | [ ] 53k
ATG40
A40p530. [ [ ] 470
3
A133p53a ATE13Y ] [ ] sk
A160p530 s ] [] 3w
p53B LT 1m [ | pQTsFaKENC 47 kD
A40p53p _ | } DQTSFQKENC 42 kD
A133p53p | | | DQTSFQKENC 29 kD
A160p53p | | [ DQTSFQKENC 26 kD
p53y LT 1 [ | MLLDLRWCYFLINSS 48 kD
A40p53y [ ] | MLLDLRWCYFLINSS 42 kD
A133p53y | [ ] MLLDLRWCYFLINSS 20 kD

A160p53y | [ | MLLDLRWCYFLINSS 26 kD

Figure 2. Isoformes de p53. D’apres Surget et al. 2013(Surget et al., 2013)

Ainsi, de nombreux mutants de TP53 sont susceptibles d'intervenir dans des régions

non-codantes du gene et de modifier les expressions des isoforme. Le groupe de DAS

8



a par exemple illustré comment un mutant silencieux dans la zone d’entrée du
ribosome peut modifier la traduction de I'ARNm et la quantité relative
d’'isoformes(Grover et al., 2011; Ray et al., 2006).

Activation - Régulation

L'intégration de signaux cellulaires différents est en majeure partie réalisée par les
régulateurs post-traductionnels de p53, Figure 3(Meek and Anderson, 2009; Vousden
and Prives, 2009). En effet, alors que les effets de p53 sont principalement
transcriptionnels, sa propre modulation transcriptionnelle n’est pas au premier plan.
Brievement, d’'un point de vue transcriptionnel, les principaux meécanismes de sa
régulation sont la méthylation de son promoteur, la fixation de facteurs de transcription
ubiquitaires tels cMyc/Max, NFkB, ou p53 Ilui-méme ou l'organisation de la
chromatine(Agirre et al., 2003; Pogribny et al., 2000; Saldafia-Meyer and Recillas-
Targa, 2011; Saldafia-Meyer et al., 2014).

Mitotic apparatus dysfunction

| Ribonucleotide depletion ' ‘ Oncogene activation j
Hypoxia \\ “// DNA replication stress

Nitric oxide | -.____________* | ‘_________-—-' Double-strand breaks
| | /
| .

Oxidative stress > y J - Telomere erosion i
Ch_'ﬁ_- | Regulation of p53 target genes -_-__r".".: % Prote:nuproteln interactions ,J
Metabolic Antioxidant ~ DNA Growth Senescence Apoptosis
homeostasis defence repair arrest
| Mild and physiological stress | Severe stress

Nature Reviews | Cancer

Figure 3. Intégration des stimuli cellulaires par p53. Selon Levine et
Oren.(Levine and Oren, 2009)



En absence de stress aigu, le niveau d’expression de la protéine p53 est faible,
principalement par dégradation par le protéasome(Lazo, 2017). En effet, Mdm2 (géne
HDMZ2) ubiquitinyle des résidus lysines (K370, K372, K373, K381, K382, et K386) de
p53, promouvant I'exportation de ce dernier hors du noyau (mono-ubiquitinylation)
et/ou sa dégradation via la sous-unité 26S du protéasome (poly-ubiquitinylation). La
transcription d’HDM2 est sous la dépendance de p53 lui-méme, a l'origine d’une
boucle de rétrocontrdle négatif. D’autres ubiquitines-ligases de p53 sont décrites, telles
Pirh2, COP1, CHIP, ARF-BP1, E6-AP, TOPORS, TRIM24 et MKRN1, qui contribuent
a l'ubiquitinylation de p53, Figure 4.

L’activité biologique de p53 passe par sa stabilisation et donc par I'inhibition de ces
processus de dégradation(Moll and Petrenko, 2003). Les mécanismes de modulation
de [l'ubiquitinylation sont nombreux, en effet, les résidus concernés par l'ajout
d’ubiquitine en C-terminal sont en compétition avec I'acétylation médiée par p300. De
méme, les résidus (Sérine/Thréonine) en N-terminal de p53 peuvent étre phosphorylés
(en particulier la Tyrosine 18), et empécher l'interaction entre MDM2 et p53, favorisant
I'interaction p300-p53 et conduisant a une augmentation de la demi-vie de p53(Schon
et al., 2002; Teufel et al., 2009). Ces processus de phosphorylation sont les principaux
acteurs de l'activation de p53 dans la signalisation des dommages a I'ADN par la
cascade des kinases ATM-dépendantes (ATM, ATR, Chkl, Chk2). D’autres voies de
signalisation intracellulaire modifient les phosphorylations de p53 et donc sa stabilité,
Figure 4 (AMPK, mTOR, MAPK)(Meek and Anderson, 2009).
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Pin1, p300/CBP, SMAD2/3 ASPP2, BAK, HIF1-: PTEN, HMG1

Figure 4. Modififcations post-traductionnelles de p53. D’apres Meek et
Anderson, CSH Perspectives in Biology 2009

La régulation de l'ubiquitinylation de p53 est également médiée par d’autres acteurs,
tel Mdm4 qui est indispensable a l'activité de Mdm2, ou au contraire p14ARF qui
empéche linteraction p53-MdM2(Kruse and Gu, 2009; Shvarts et al., 1997). Ce
processus d’ubiquitinylation est dynamique, ainsi des USP7 et USP10 permettent la
dé-ubiquitinylation de p53 (+/- Mdm2)(Brooks et al., 2007; Chen et al., 2005a; Sherr,
2006; Yuan et al., 2010).

En plus de modifier la stabilité de p53, de nombreuses modifications post-
traductionnelles modifient l'affinité de p53 pour ses cibles, I'immensité des
combinaisons entre les modifications et les phénoménes biologiques qui en découlent
commence a étre entrapergue et la sélectivité/le choix du programme transcriptionnel
est pour l'instant assez mal comprise. Les stress peu intenses sont associés a une
réponse orientée vers l'arrét du cycle, alors que les stress génotoxiques séveres
orientent la cellule vers une mort cellulaire programmée, I'apoptose. Un des acteurs
qui a été étudié dans la modulation de la réponse est la modification de la lysine K120.
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L’acétylation de cette derniere privilégie la localisation de p53Kt2%-A¢ sur les promoteurs
de génes pro-apoptotiques plutbét que d'arrét du cycle, ainsi que la localisation
mitochondriale de p53, abrogeant les capacités pro-apoptotiques de p53 sans modifier
son role d’arrét du cycle(Sykes et al., 2009). De nombreuses autres modifications post-
traductionnelles (SUMOylation, neddylation, méthylation) interviennent, et
cooperent(Dai and Gu, 2010; Meek and Anderson, 2009). Ces modifications post-
traductionnelles peuvent intervenir trés rapidement, dées la sortie de p53 du polysome
(Gajjar et al., 2012).

Pour finir, une boucle de régulation insoupgonnée a été publiée en 2016 par I'équipe
de Toledo a partir de constructions d’isoformes murins de p53237431, Cette équipe a
mis en évidence que I'activation de p53, permettrait la répression transcriptionnelle de
genes de la famille Fanconi (via I'axe p21/E2F4-DREAM [DP, RB-like, E2F4 et MuvB])
En effet, des motifs CDE/CHR (cell cycle-dependent element/ cell cycle genes
homology region) sont retrouvés en amont des génes des phases G2/M du cycle
cellulaire et de la voie de Fanconi(Engeland, 2018; Fischer et al., 2016; Jaber et al.,
2016). Ainsi, la surexpression de p53 serait a l'origine d’'une boucle positive de
régulation par réduction de l'efficacité de la voie Fanconi, d’'une accumulation de
dommages a I'ADN et lactivation de p53, un meécanisme non confirmé et

paradoxal(Jaber et al., 2016).

Les micro-ARN (miRNA) sont un mode de régulation post-transcriptionnelle majeur
des acteurs de la voie p53, par interférence ARN(Hermeking, 2012). Ces mRNA sont
de courtes séquences d’ARN (20-25nt) qui possedent une séguence complémentaire
de certaines régions 3’ non traduites d’ARNm. Les molécules d’ARN double brins
formés par complémentarité de séquence sont clivées (ou la traduction de TARNmM
cible inhibée) au sein des complexes RISC (RNA-induced silencing complex). P53 a
une action transcriptionnelle directe sur de nombreux miRNA (miR-34a, miR-200, miR-
15/16 et miR-192/194/215) mais également sur les enzymes qui permettent la
maturation des pré-miRNA (DROSHA et DICER1 [via p63])(Su et al., 2010; Suzuki et
al., 2009). Les principaux miRNA sous la dépendance de p53 et agissant sur les
acteurs du cycle cellulaire et le réseau p53 sont figurés dans la figure 5.
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Figure 5. Modulations cibles des miRNA induits par p53. D’aprés Hermeking
et al., 2012

Roles biologiques : 1a duplicité d'un gardien ?

Le role biologique de p53, et en particulier sa caractérisation de géne suppresseur de
tumeur a été débattue dés sa découverte. En effet, au cours des 10 premiéres années
de recherche, des données apparemment contradictoires se sont accumulées sur
cette protéine de 53(-54)kDa qui était stabilisée dans les cellules transformées par le
virus simiesque 40 (SV40) et retrouvée « associée » a une protéine virale (I'antigéne
T)(Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979). Les descriptions fonctionnelles
initiales de p53 suggéraient des propriétés pro-tumorales, en particulier de coopération
avec d’autres oncogénes connus comme Ras, et une accumulation, a l'origine de

transformations cellulaires(Parada et al., 1984). Cependant, au sein de ces cellules
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transformées, des clones ont émergé, qui avaient rétro-intégré des segments de
génomes viraux au sein des loci de TP53, invalidant I'expression de ce dernier, une
caractéristique plutbt retrouvée dans les genes suppresseurs de tumeurs(Ben David
et al., 1988). Finalement, plusieurs groupes ont réévalué le paradigme: au sein des
tumeurs, le locus de TP53 est trés souvent le siege d’'une perte d’hétérozygotie (avec
délétion d’'un bras 17p13 et mutation de l'alléle restant) et seuls des mutants de TP53
sont tumorogénes(Baker et al., 1989; Hinds et al., 1989; Mowat et al., 1985). La
démonstration inverse, p53 « suppresseur de tumeur » sera apportée par la
transfection et la surexpression de cDNA de TP53sawva%€ dans des lignées
transformées(Eliyahu et al., 1989; Finlay et al., 1989; Haber and Harlow, 1997). Il est
intéressant de noter d’'un point de vue épistémologique, qu’un des articles effectuait la
révolution copernicienne sans completement 'assumer : « The p53 proto-oncogene
can act as a suppressor of transformation » ; a moins que les reviewers n’aient pas
été préts a ce changement de paradigme. D'un défaut de connaissance de la
séquence « sauvage » de TP53, ces errements initiaux mettaient en avant certains

des réles maintenant reconnus des mutants de p53 dans la tumorogenese.

p53, I'intégrateur de signaux, le « master-switch » cellulaire

Comme suggéré par sa tres grande stabilité au cours de I'évolution et sa dérégulation
fréquente lors des processus tumoraux, p53 est un gene majeur du destin cellulaire.
Les fonctions de p53 sont dominées par linhibition du cycle cellulaire, I'induction
d’'apoptose ou de la senescence et la réparation de I'ADN, des fonctions qui
concourent a la suppression tumorale(Lane, 1992; Vousden and Prives, 2009).
D’autres fonctions, telles I'orientation métabolique (principalement par la modulation
de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative(Puzio-Kuter, 2011)) ou l'autophagie
son également rentrées dans le spectre des acteurs d’aval de p53(Bieging et al., 2014;
Morselli et al., 2008).

Les effets biologiques de p53 résultent en majeure partie de son role de facteur de
transcription. Les séquences de réponse a p53 (p53RE) présentent un motif de type
RRRCWWGYYY (N) RRRCWWGYYY (R = AIG , W = AT , Y = CIT ,
N = 0 a 13 nucléotides) , Figure 6. La séquence de ces p53RE semble étre un

déterminant majeur d'activation du programme transcriptionnel de p53, et
singulierement mieux conservé au cours de I'évolution (et moins dépendant de

facteurs auxiliaires potentiellement type-cellulaire dépendants) que celui d’autres
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facteurs de transcription (e.g. MAX, SRF, JUND, CEBPB, ...)(Andrysik et al., 2017;
Sullivan et al., 2018).

Activating RE

T
YY RRRCWWGYYY'
Half-site 2

Figure 6. p53-Response Element. D’aprés Andrysik et al & Wang et
al.(Andrysik et al., 2017; Wang et al., 2009)

Dans une étude combinant de nombreuses techniques de génomique a haut débit
(ChlIP-seq p53, RNA-seq des ARN en cours de transcription [GRO-SEQ], RNA-seq
des ARN totaux et associés aux polysomes, et criblage shRNA), I'équipe d’Espinosa
a retrouvé le programme transcriptionnel connu, mais surtout confirmé le caractére
non-remplacgable de l'activité de p53. C’est-a-dire, aucun gene cible ne récapitule son
effet biologique pour la suppression tumorale, aucune anomalie isolée par shRNA n’a
conféré d’avantage en survie a la Nutlin-3a (inhibiteur de Mdmz2), en dehors de
I'émergence de mutants TP53(Andrysik et al., 2017), des résultats déja observés dans
un modele murin p21-/Puma- et Noxa-(Valente et al.,, 2013). Ce programme

transcriptionnel est résumeé dans la Figure 7.
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Figure 7. Programme transcriptionnel de p53. D’apres Bieging, 2014.
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Sa fonction anti-tumorale transcriptionnelle repose principalement sur la modération
du cycle cellulaire (via CDKN1A), l'induction d’apoptose (BAX, BBC3, FAS), ou la
promotion des réparations de 'ADN (DDB2, XPC). Par ailleurs, en plus de la
suppression tumorale, p53 présente également des fonctions qui préviennent la
progression tumorale, en particulier en limitant la survenue de dommages a I'’ADN et
le stress réplicatif (via Mdm2 et les Polycomb Repressor Complex, qui limitent le
déraillement de la fourche de réplication lors de la phase S)(Klusmann et al., 2016;
Wienken et al., 2017). Cette protection des dommages est en contradiction avec 'axe
p53-Fanconi développé par I'équipe de Toledo(Jaber et al., 2016). La protéine p53
influe également sur la méthylation du génome humain. Le séquencage du génome
humain a révéle, de facon inattendue par son ampleur, de tres nombreuses séquences
répétées dispersées plus ou moins longues (SINEs, LINES) qui ont la capacité a se
propager au sein du génome (rétro-transposons)(Smit, 1999). De méme, les régions
péri-centromériques et centromériques sont constituées de séquences d’ADN
répétées en tandem (« ADN satellite »), non codant. Le groupe de Gudkov a démontré
récemment que p53 maintient une pression de méthylation sur ces régions d’ADN
« déchet », et que les cellules défectives pour p53 présentaient une plus forte
sensibilité aux agents hypométhylants(Leonova et al., 2018, 2013; Nieto et al., 2004,
Roulois et al., 2015; Welch et al., 2016). La finalité biologique évoquée par les auteurs
serait de prévenir la mobilité des rétro-transposons, qui est un processus majeur de
mutagenese(Amariglio and Rechavi, 1993). De plus, la transcription de ces séquences
d’ARN répétées en tandem, ou de rétro-transposons, conduit a la formation de
molécules d’ARN double-brin, & I'origine d’'une réponse interféron cytotoxique (solution
de « back-up » p53 indépendante, en cas de transcription de régions normalement
sous silence). Ces résultats font partie des hypothéses expliquant la constatation d’'une
plus forte instabilité chromosomique et d’'un plus grand nombre de mutants dans les
tumeurs p53 mutées et la dérégulation trés fréquente de la voie interféron dans le
cancer(Borden et al., 2007). Un autre mécanisme, également p53-médi€, de contrdle
de I'expansion des rétro-transposons a eégalement été décrit, renforcant I'idée du role
biologique de p53 comme protecteur du génome contre ces agressions(Wylie et al.,
2016).

16



L’activité biologique de p53 passe également par les interactions protéine-protéine, en
particulier nucléaires (facteurs de transcription, p63, p73, 53-BP1). A ce jour, plus de
1050 interactions ont éte répertoriées par le site UniProt
(http://www.uniprot.org/uniprot/P04637), dont des modélisations in-silico prédites. Sile
réle nucléaire des interactions interprotéiques de p53 est bien décrit, des interactions
directes avec des protéines cytoplasmiques, entre autres lors de I'apoptose (Bax) ont
été décrites(Green and Kroemer, 2009; Moll et al., 2005).

Anomalies de p53 : plus qu'une simple perte de fonction

Les patients présentant un syndrome de Li-Fraumeni sont des porteurs germinaux de
mutants de TP53 (hétérozygotes) et présentent un développement accru de
néoplasies multiples(Malkin et al., 1990). Des mutations ponctuelles peuvent donc
invalider la fonction suppressive de tumeurs de p53.

100%
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REERORTY QLY
G Yot O e L pRe
v, .@%'{:"I?Ql"\ g
G Yo i,
FF ésk‘ooq,?:\g}?vgo e
?

2
Figure 8. Principaux mutants retrouvés au sein des cancers. Glioblastome
Multiforme (GBM), Leucémie Aigue Myéloblastique/Lymphoblastique
(LAML), carcinomes épidermoides de la téte et du cou (HNSCOC),
adénocarcinome pulmonaire (LUAD), carcinome épidermoide pulmonaire
(LUSC), carcinome mammaire (BRCA), carcinome rénal a cellules claires
(KIRC), carcinome ovarien (OV), carcinome urothélial de vessie (BLCA),

carcinome utérin (UCEC), adénocarcinome colique/rectal (COAD/READ)
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D’apres Soussi et al. et Kandoth et al. (Kandoth et al., 2013; Soussi and
Wiman, 2015).

Les mutations de TP53 affectent plus de 50% des cancers au diagnostic, mais il existe
une forte hétérogénéité entre les différentes histologies, Figure 8 (Soussi and Wiman,
2015). Six codons, (« hot-spots »: R175, G245, R248, R249, R273, et R282)
concentrent plus de 25% des anomalies dont 73% de mutants faux-sens ((Leroy et al.,
2014),p53.iarc.fr, Révision=18). Ces résidus sont principalement situés dans les
boucles en contact avec 'ADN (L1, L2, L3 et Loop-Sheet-Helix)(Joerger and Fersht,
2010). Les autres anomalies de séquences sont principalement des décalages du
cadre de lecture (9%), des non-sens (8%) ou des mutants des zones d’épissage. De
facon paradoxale, cette trés forte représentation de mutants ponctuels faux-sens
classerait TP53 dans les « oncogenes », selon la classification ‘ratiometrique’ de

Volgestein(Vogelstein et al., 2013).

La présence des mutants de TP53, qu’ils soient « contact » (touchant la zone du DBD
et modifiant la reconnaissance des p53RE [en patrticulier les résidus Arg248, Arg273,
et Arg280]) ou « conformationnels » (altérant la structure tridimensionnelle de p53)
modifient ses capacités transcriptionnelles sur ses cibles classiques(Kato et al., 2003).
Si 6 codons concentrent 25% des mutants, il reste 75% des patients avec des
mutations s’échelonnant dans tout le DBD, pour lesquels les caractérisations
fonctionnelles sont moins évidentes. Par ailleurs, et contrairement a ce qui est constaté
pour d’autres genes suppresseurs de tumeurs (BRCAL, RB1, ATM...) la persistance
d’'un allele sauve de TP53 et la constitution d'une hétérozygotie TP53Mutsauvage ggt
associée a une dominance négative : I'hétéro-tétramérisation de protéines p53M" et
p53sawage g’associe a la perte de fonction des protéines p53s2wade(Chan et al., 2004;
Kern et al., 1992). Cependant, I'allele sauvage continue possiblement d’exercer une
fonction biologique, puisque dans la majorité des situations, la mutation de TP53 est
isolée par perte de l'allele non-muté(Baker et al., 1989; Lodé et al., 2010). Une
explication alternative serait que la délétion du locus concerne un autre géne dont la

fonction biologique est non-caractérisée a ce jour(Liu et al., 2016).

La perte du programme transcriptionnel de p53 n’est pas la seule conséquence des
mutants de TP53, c-a-d les conséquences biologiques different entre la perte totale de

TP53 et la mutation de TP53, traduisant un gain de fonction (GOF) du mutant. Les
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modeles murins ont eu un apport déterminant dans cette démonstration. En effet, les
histologies, les temps de survenue et l'invasivité des tumeurs spontanées différent
entre les souris TP53KC (principalement des lymphomes T et des sarcomes) et les
TP53Mut (phénotype de Li-Fraumeni avec un spectre tumoral beaucoup plus large, dont
les carcinomes)(Donehower et al., 1992; Lang et al., 2004; Olive et al., 2004). Les
différents mutants TP53 démontrent également, dans la souris, des spectres tumoraux
différents. Ces données se confirment chez les patients Li-Fraumeni: les patients
porteurs d’'un p53K° ou non-sens ont une durée moyenne de survenue de néoplasies
presque deux fois plus longue que des patients porteurs de TP53Mut (R248Q), bien
gue des différences phénotypiques existent également entre variants(Hanel et al.,
2013; Xu et al., 2014). Cette caractéristique du GOF et de la dominance négative de
p53 se retrouve également au travers de son spectre mutationnel, majoritairement
composé de faux-sens, tandis que de nombreux autres genes suppresseurs de
tumeurs présentent des anomalies abrogeant toute expression et/ou fonction (Cox et
al., 2005; Petitjean et al., 2007; Soussi and Wiman, 2015). Une des caractéristiques
des mutants p53 faux-sens est la forte accumulation de protéines p53 dans le noyau
de la cellule, renforcant la dominance négative et pouvant possiblement permettre des
réponses moins spécifiques a p53™. La baisse du niveau d’expression de Mdm2 (par
interruption de la boucle de rétrocontrdle) n'est pas la seule explication a cette
stabilisation de p53™. Le groupe de Moll a apporté une réponse a la question : les
mutants de p53 forment des complexes avec Mdm2, CHIP (une autre E3 ligase de
p53) et deux Heat-Shock-Proteins (HSP70/90). Ce complexe abolit les activités E3
ligase de Mdm2 et CHIP, empéchant totalement l'ubiquitinylation de p53 et sa
stabilisation(Li et al., 2011). De fagon surprenante, les résidus en N- et C-terminal de
p53 sont trés peu sujets aux mutations somatiques. Cette absence de mutants
interroge : leur impact pro-tumoral est-il faible ? ou ne sont sélectionnés que des

mutants p53 aux extrémités « fonctionnelles », permettant I'expression du GOF?

Les mécanismes des GOF de p53 sont résumés dans une revue de Muller(Muller and
Vousden, 2013). P53 peut se lier a des facteurs de transcriptions et moduler leur
fonction via le recrutement de cofacteurs supplémentaires(Girardini et al., 2011; Liu et
al., 2011, Strano et al., 2002). Ce mécanisme est bien décrit suite a des dommages a
I’ADN par un inhibiteur de topoisomérase : la présence d’'un mutant p53 est a l'origine
du recrutement anormal d’'une acétyl-transférase (p300) plutdét que d’une déacétylsae
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(HDAC1) avec NF-Y sur les promoteurs cibles de ce dernier, a l'origine d’'une sur-
expression de genes du cycle cellulaire (Di Agostino et al., 2006; Liu et al., 2011;
Walerych et al., 2016). Le processus inverse peut également étre constaté avec une
diminution d’expression. Les partenaires de TP53Mut semblent étre mutant dépendant
(certains mutants partageant plusieurs facteurs de transcription « cibles »), par
exemple : Yap-1, NF-Y, p73, ou Nrf2(Kim and Lozano, 2018). Par exemple, plusieurs
expérimentations de Chip-on-Chip ont permis d’identifier des partenaires privilégiés de
TP53RYSH qui semblent communs au cancer du sein et du poumon (lignées SKBr3 et
H1299)(Dell'Orso et al., 2011; Stambolsky et al., 2010). P53™, comme p53sa'vage peut
également agir de fagon non-transcriptionnelle sur les protéines et enzymes
cellulaires, et voir ses interactions modifiées, par exemple avec 'AMPK (cyclase AMP-
dépendante)(Zhou et al., 2014). Un dernier mécanisme, de moins en moins évoqué
dans la littérature serait la reconnaissance de motifs d’ADN de type p53™-RE,
cependant, ces zones spécifiques des résidus mutés de p53 (non reconnus de
p53sawage) n'ont pas été caractérisées. L’hypothése d’une activation non-liée a une
séquence spécifigue mais a une conformation protéique est possible, par exemple
dans les zones d'arrimage de 'ADN a la matrice nucléaire(Gohler et al., 2002; Will et
al., 1998).

Le spectre des inactivations de p53 est dépendant des types tumoraux et des tissus
d’origine. En effet, les inactivations directes de p53 dans les carcinomes (des epithelia
sécréteurs ou non) touchent en majorité TP53 par mutation (entre 20% et 43% des
cas, p53.iarc.fr, Révision 18), tandis que les sarcomes, rétinoblastomes et mélanomes
inactivent tres frequemment les acteurs de régulation de p53: Mdm2, Mdm4 ou
HAUSP(Barretina et al., 2010; Gembarska et al., 2012; Laurie et al., 2006), enfin
d’autres « panachent » les anomalies. Un sous-type histologique trés particulier, les
carcinomes épidermoides associés au papillomavirus humain (HPV16/18), expriment
des protéines virales (E6-E7) capables d’inactiver directement p53(Thomas et al.,
1999). Enfin, au sein des types tumoraux, certaines mutations et signatures
mutationnelles sont enrichies par rapport aux autres types tumoraux, en particulier par
'exposition aux mutagénes environnementaux (les rayonnements ultra-violets dans
les carcinomes cutanés, le benzo(a)pyrene dans l'adénocarcinome pulmonaire du
patient fumeur, etc...)(Denissenko et al., 1996; Giglia-Mari and Sarasin, 2003; Pfeifer
et al., 2002).
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Le Myélome Multiple

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne B mature, caractérisée par la
prolifération tumorale de plasmocytes(Swerdlow et al., 2016). Avec plus de 4500 cas
par an, le MM est une des hémopathies malignes les plus fréquentes en France (14%,
INVS 2012). L’incidence est de 6.3 (/100000) pour les femmes européennes et 4.4
pour les hommes européens avec un age médian au diagnostic de 75 et 72 ans, pour

les femmes et les hommes, respectivement, Figure 9 (INVS 2012).
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Figure 9 : Incidence par age en 2012 - Myélome multiple & plasmocytome

Le MM fait partie du spectre des néoplasies a cellules plasmocytaires, qui présente
comme autres entités la gammapathie monoclonale de significativité indéterminée 1G-
G/-A (GMSI, ou MGUS), la leucémie plasmocytaire (primaire ou secondaire), le
plasmocytome (osseux) solitaire, le plasmocytome extra-osseux, le POEMS, 'amylose
AL et la maladie des dépéts de chaines d’immunoglobulines(Swerdlow et al., 2016).
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Stratification
Les criteres diagnostiques des MGUS et du myélome multiple ont évolué au cours de
ces 20 derniéres années, afin de mieux définir les différentes pathologies et leur prise

en charge.

La MGUS est définie par une plasmocytose meédullaire inférieure a 10%, un pic
monoclonal d’immunoglobuline inférieur a 30g/L et I'absence de signes cliniques

d’atteinte d’organe du myélome (critéeres CRAB définis plus bas).

Le myélome multiple symptomatique est défini par la présence d’'une plasmocytose
médullaire supérieure a 10% et la présence d'au moins un critere d’atteinte
d'organe(Kyle and Rajkumar, 2009) définissant les criteres C(alcemia) R(enal
impairment) A(nemia) B(one lesion) : une hypercalcémie (>2.75mM), une insuffisance
rénale (clairance de la créatinine <40mL/min), une anémie (<10g/dL, ou -2g/dL par
rapport a la norme inférieure du laboratoire) et/ou au moins une lésion osseuse

ostéolytique (ou un plasmocytome).

Depuis 2003, un consensus a dessiné les contours d’'une catégorie intermédiaire entre
myélome et MGUS, le myélome indolent (SMM): plasmocytose >10%, pic
d'immunoglobulines >30g/L, protéinurie de chaines légeres libres significative
(>0.5g/24H) et absence de criteres CRAB(Durie et al., 2003; Kyle and Greipp, 1980).

Ces criteres diagnostiques ont été révises par I'International Myeloma Working Group
(IWMG) en 2014(Rajkumar et al., 2014). Cette modification visait a identifier des
patients asymptomatiques porteurs de SMM et a haut risque de progression clinique,
sous la forme d’événements potentiellement mortels (hypercalcémie) ou a forte
morbidité (insuffisance rénale, fractures, compressions meédullaires, etc...). Bien
gu’'adoptés, ces criteres sont issus de cohortes rétrospectives parfois restreintes,
générées de fagon hétérogene, au sein de différents groupes coopérateurs(Hillengass
et al., 2010; Kastritis et al., 2014; Larsen et al., 2013; Rajkumar et al., 2011). Ces SMM
a « haut risque de progression » (80% d’événement CRAB dans les 2 ans) présentent
des Myeloma Defining Events (MDE) : une plasmocytose médullaire >60%, un
déséquilibre de chaine légere supérieur a 100 et plus d’'une Iésion focale détectée a
I'IRM. Cependant, les consensus fluctuent entre groupes coopérateurs et de nouveaux
critéres apparaissent ou se raffinent(Wu et al., 2018). L’incidence exacte des SMM de

haut risque n’est pas connue. Il s’agit d’'une pathologie asymptomatique et une seule
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étude suédoise de registre de MM mettait en évidence un taux de 4.2% au sein des
MM, de
I'étude(Kristinsson et al., 2013).

probablement sous-évaluée compte-tenu la non-exhaustivité¢ de

Ainsi, le terme de myélome multiple symptomatique, qui définissait les patients ayant
besoin d’'un traitement a perdu de son sens, puisque tous les MM (avec des criteres

CRAB ou des criteres MDE) sont désormais traités.

Plusieurs formes cliniques se distinguent et sont regroupées dans la table 1.

Entité

Définition

Présentation clinique

Myélome Multiple /
SMM

Prolifération
intra-médullaire

plasmocytaire

Peuvent s’associer a des
atteintes osseuses focales

Plasmocytome
Solitaire

Localisation osseuse isolée
sans dissémination ni
infiltration médullaire

Seule forme « guérissable »
a I'heure actuelle

Plasmocytomes

Plasmocytomes  développés

Tumeurs osseuses (rachis,

primaire (pPCL)

plasmocytes malins (>2.10°L)

osseux multiples aux dépends de [los, en | cotes, crane, bassin)
continuitt de la moelle
osseuse.

Formes extra- | Plasmocytomes des tissus | Atteintes des tissus mous

médullaires mous ou infiltration | (peau, foie, reins,
plasmocytaire d’'un site distant | adénopathies, systéme
de la moelle osseuse. | nerveux central...) ou des
Secondaires a une | cavités naturelles (plévre,
dissémination hématogene péritoine).

Leucémie Présence dans le sang , au | Les atteintes extra-

plasmocytaire diagnostic, de plus de 20% de | médullaires sont trés

communes dans les PCL.

Leucémie
plasmocytaire
secondaire (sPCL)

Présence dans le sang , aprés
traitement, de plus de 20% de
plasmocytes malins (>2.10°/L)

Table 1. Formes cliniques des principales proliférations plasmocytaires
tumorales. D’apres Touzeau et al. 2016

Les formes extra-médullaires et les leucémies a plasmocytes, se caractérisent par leur
capacité a se développer en dehors de la niche tumorale médullaire, et infiltrent le
sang, les tissus mous (peau, foie, reins, systeme nerveux central...) ou les cavités
naturelles (plevre, péritoine). Ces patients ont une durée de survie extrémement
restreinte avec une médiane de 6 & 12 mois, en dépit de 'amélioration des prises en
charge(Larrea et al., 2013; Touzeau and Moreau, 2016; Usmani et al., 2012).
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Biologie du myélome

Le plasmocyte : un sécréteur dans la lymphopoiese B

Le plasmocyte est le résultat de la différentiation terminale de la lymphopoiese B, a
I'origine de la réponse humorale(Nutt et al., 2015). Bien qu’appartenant au lignage B,
la morphologie du plasmocyte, son transcriptome et sa localisation le rendent unique
par sa capacité a sécréter des immunoglobulines(Nutt et al., 2015). Brievement, les
réarrangements des loci des chaines dimmunoglobulines V(D)J permettent
'assemblage et I'expression du récepteur cellulaire B (BCR) et la migration des
précurseurs-B médullaires vers les organes lymphoides secondaires. Une voie
indépendante des lymphocytes T, permet la synthese rapide d'immunoglobulines de
faible affinité par des plasmablastes a faible persistance (Martin and Kearney, 2002;
Oracki Sarah A. et al., 2010). Cependant, la réponse B humorale adaptative a besoin
de la stimulation antigénique et de l'aide de lymphocytes T pour produire une réponse
immunitaire prolongée et tres affine. Ce double signal entraine la prolifération des
lymphocytes B naifs (lymphoblastes) au sein du centre germinatif nouvellement forme.
Cette prolifération est associée aux hyper-mutations somatiques des régions
hypervariables du BCR, et sont le résultat de deux phénomenes conjugués: la
déamination des cytosines en uracile (par I'Activation-Induced [Cytidine] Deaminase,
AID) et la réparation de ces modifications de bases. De nombreuses voies concourent
a cette réparation plus ou moins fidele et la caractérisation de ce phénomene est
essentielle a la compréhension de la genese des translocations récurrentes et de
'acquisition de certains mutants du MM, en particulier sur les genes cibles des
translocations(Abdouni et al., 2018; Alvarez-Prado et al., 2018; Kumar et al., 2018;
Nicolas et al., 2018).

Deux types cellulaires seront générés par compétition d'affinité et aprés la
commutation isotypique : les lymphocytes B mémoire et les plasmocytes, tous deux
de durée de vie longue et de haute affinité pour I'antigéne (Tangye et al., 2013). Les
plasmocytes se différencient des B meémoire par lI'expression de facteurs de
transcription indispensables a I'acquisition du phénotype sécréteur : la X-box-binding
protein 1 (X-BP1), I'interferon-regulatory factor 4 (IRF4) et BLIMP1/PRDM1(Basso and
Dalla-Favera, 2012, 2015; Diehl et al., 2008), une part importante de ces modifications
d’expression sont sous la dépendance de BCL-6, et en particulier du miR-125b (ciblant
BLIMP et IRF3)(Gururajan et al., 2010). La localisation médullaire des plasmocytes
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sécréteurs est le résultat de la migration des plasmablastes dans le sang, puis du
homing et de I'ennichement d’'une sous-population seulement(Blink et al., 2005;
Kabashima et al., 2006). Ces plasmocytes médullaires, mettent sous silence leur
programme de cycle cellulaire en particulier de MYC (cible du programme répresseur
de PRDM1) et ne proliférent plus(Lin et al., 2000, 1997). Les plasmocytes malins sont
majoritairement porteurs de chaines d'immunoglobuline commutées (non Ig-D/-M) et

hyper-mutées, signant leur caractére post-centre germinatif(Bakkus et al., 1992).

Evénements cytogénétiques

Le myélome multiple est invariablement précédé par I'apparition du clone MGUS
(Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009). Ce clone pré-malin (qui peut étre détecté
plus de 8 ans avant le diagnostic de MM) est porteur d’anomalies cytogénétiques
acquises au cours de la lymphopoiése B, probablement lors des hyper-mutations
somatiques et de la commutation isotypique, deux processus qui nécessitent des
cassures double brins de I'ADN et leurs réparations par recombinaison.

Evénements cytogénétiques primaires

Ces évenements oncogéniques primaires (détectés dés le stade MGUS et a l'origine
probable du développement tumoral) regroupent les hyper-diploidies (gains de copie
des chromosomes impairs 3,5,7,9,11,15,19 et 21, n=48-74) et les translocations
récurrentes(Avet-Loiseau et al., 2002; Fonseca et al., 2002; Morgan et al., 2012). De
facon intéressante, la quasi-totalité des événements oncogéniques primaires
s’accompagne d’'une dérégulation (sur-expression) des cyclines D : CCND1, CCND2
ou CCND3 par des mécanismes directs (produit de translocation, hyperdiploidie) ou
indirects (fixation de cMaf sur le promoteur de CCND2(Hurt et al., 2004)), cependant

sans corrélation directe avec I'index de prolifération cellulaire(Bergsagel et al., 2005).

- L’hyperdiploidie (HD) concerne 50% des patients au diagnostic (MGUS, SMM,
ou MM)(Chng et al., 2011), et est constituée par une trisomie de la majorité des
chromosomes impairs. Le mécanisme sous-jacent expliquant un gain si
important de chromosomes serait le recouvrement depuis une catastrophe
mitotigue, comme observé dans la leucémie aiglie lymphoblastique(Debes-
Marun et al., 2003; Onodera et al., 1992). Une dérégulation du point de contrdle
de l'assemblage du fuseau (spindle assembly checkpoint), a l'origine d’'une

ségrégation asymétrique des chromatides pourrait €également expliquer la
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fréequence de ces trisomies(Chretien et al., 2015; Diaz-Rodriguez et al., 2011,
Gisselsson et al., 2010). Au-dela de ce regroupement cytogénétique, ce groupe
de patient est hétérogéne. En effet, par analyse transcriptomique, si la
surexpression des génes de synthése protéique et de transcription est
commune aux HD, plusieurs groupes de pronostics différents sont
individualisés (IL6, Cycle Cellulaire et NFkB). Les HD peuvent présenter des
translocations récurrentes, le peu d’échantillons analysés ne permettant
cependant pas d’établir avec précision la séquence des évenements(Pawlyn et
al., 2015).

- Les translocations récurrentes surviennent chez un patient sur deux, et
juxtapose le promoteur de la chaine lourde des immunoglobulines (14932.33)
a plusieurs partenaires privilégiés (table 2)(Sonneveld et al., 2016). De facon
rare (<5%) le promoteur des chaines légéres est utilisé (k en 2p11.2 et A en
22q11.22)

Evénements génomiques primaires Evénements génomiques secondaires

Evénement Geénes (s) Fréquence (%) Evénement Genes (s) Fréquence (%)
Translocation avec Délétion de bras
promoteur chaines lourdes chromosomique ou focale
CDKN2C
t(4;14) ||\:/|C|\;/|FSRE?¥ 15 1p [1.5%], FAF1, 30
FAM46C
t(6;14) CCND3 4 6q 33
t(11;14) CCND1 20 8p 25
t(14;16) MAF 4 13 RB1, DIS3 44
t(14;20) MAFB 1 11q BIRC2/BIRC3 7
Hyper-Diploide 14q TRAF3 38
Celis 16q WWOX, CYLD 35
chromosomiques
NA 50
3,579,
11, 15, 19, 21 17p TP53 7
Amplification
CKS1B, MCL1,
1q ILF2 30
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Translocations

t(8 ;14) MYC

Table 2. Fréquence des évenements cytogénétiques primaires/secondaires
(au diagnostic). Adapté de Sonneveld et al. (Sonneveld et al., 2016)

Evénements cytogénétiques secondaires

Ces évenements cytogénétiques secondaires surviennent au sein des sous-clones et
selon un processus darwinien favorisant 'émergence du clone porteur sous forme
d’'une maladie active(Avet-Loiseau et al., 2001; Hultcrantz, 2017; Manier et al., 2017,
Morgan et al.,, 2012; Walker et al., 2014a). Un événement précipitant dans cette
transformation est I'acquisition d’'une surexpression de c-Myc, la majorité (67%) des
MM présente une surexpression des genes cibles de ce dernier alors que ce
phénoméne est rare au stade MGUS(Chesi et al., 2008; Chng et al.,, 2011). Les
meécanismes a l'origine de cette surexpression sont multiples : transcriptionnel,
génomique (gains de copie et translocations) et stabilisation protéique
(MAPK)(Carrasco et al., 2006; Sears et al., 2000; Shaffer et al., 2008). En particulier,
les translocations impliquant MYC s’enrichissent de facon trés significative depuis les
stades MGUS/Indolent (<5%) a MM (15-20%)(Avet-Loiseau et al., 2001; Walker et al.,
2014a, 2015a). Ces derniéeres impliguent les promoteurs des chaines
d'immunoglobulines (chaines lourde >>> chaines légeres), mais également des
promoteurs de FAM46C, FOXO3, PRDM1, NSMCE2 et TXNDC5(Affer et al., 2014;
Walker et al., 2015a). Au sein des évenements cytogénétiques secondaires, la délétion
du bras court du chromosome 17 (del(17p), occupe une place particuliére : rare au
diagnostic, elle s’enrichit avec les rechutes et est associée a un pronostic
particulierement défavorable lorsqu’elle est retrouvée au diagnostic ou acquise(Gertz
et al., 2005; Herrero et al., 2016; Moreau et al., 2014; Weinhold et al., 2016).

Evénements mutationnels : plus de voies que de génes
Depuis les premiers séquencages de génome entier, il est devenu évident que le MM
ne présente pas de gene invariablement muté, qui présiderait a I'oncogénese du

plasmocyte malin(Chapman et al., 2011). Cependant, plusieurs voies de signalisation
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sont frequemment mutées au diagnostic, concourant a la survie et a la sélection d’'un

clone tumoral.

La voie des Mitogen-Associated Protein Kinases(MAPK)

Cette cascade de kinase intégre la majorité des signaux extracellulaires de croissance
(Epithelial Growth Factor, Vascular Endothelial Growth Factor, Fibroblastic Growth
Factor, ....) se liguant aux récepteurs a tyrosines kinases transmembranaires. Les
mutants de KRAS et NRAS touchent 40% des patients au diagnostic et plus de 50% a
la rechute, constituant les principaux mutants de la voie MAPK(Walker et al., 2018).
Ces mutants faux-sens activateurs concernent les codons hot-spots 12, 13 et 61
(99.2% des mutants des séquences homologues de N-/K- et HRAS recensés), qui
forment les boucles protéiques (1, 2 et 4). L’augmentation de I'affinité de ces boucles
pour le nucléotide GTP permet I'activation constitutive de RAS (Prior, Lewis, & Mattos,
2012). Le MM est la seule hémopathie B mature a présenter une si forte proportion de
mutants de la voie MAPK (Tessoulin et al., 2017). Ces mutants sont hétérozygotes,
avec une fréquence allélique d’environ 33%, ces données sont en faveur de 1) leur
caractere oncogenique et dominant et 2) d'une hétérogénéité intra-tumorale
importante, potentiellement a I'origine d’un échec de thérapeutiques ciblées(Heuck et
al., 2016; Walker et al., 2015b). Au cours de I'évolution clonale, les anomalies de cette
voie MAPK augmentent, bien qu’individuellement les mutants RAS puissent étre
perdus ou gagnés, au cours de I'évolution et de la dominance des clones(Weinhold et
al., 2016).

La voie NFkB : une activation essentielle

La stimulation des plasmocytes intramédullaires par le microenvironnement est
indispensable a leur survie et s’effectue majoritairement par la transduction du signal
par la voie NFkB(Elgueta et al., 2010). De puissants activateurs de NFkB sont produits
par le stroma médullaire, sous forme soluble (APRIL, BAFF, RANKL) ou cellulaire
(CD40L)(Hayden and Ghosh, 2004; Romagnoli et al., 2007). Le plasmocyte malin
conserve cette forte dépendance a la voie NFkB, et 82% des patients présentent une
surexpression des acteurs de la voie NFKB(Annunziata et al., 2007; Demchenko and
Kuehl, 2010). La famille des facteurs de transcription NFkB est constituée de cinq
membres (sous-unités, p50/p105, p52/p100, RelA, RelB et c-Rel) se combinant par
homo-/hétéro-dimérisation et dont le programme transcriptionnel recouvre la réponse
immune (TNFa, IL-1, IL-8), la prolifération cellulaire (CyclinD1, CyclinE, CDK2, c-MYC)
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et la survie cellulaire (Bcl-2, Bcl-X., TRAF1/2, XIAP, c-FLIP)(Basseres and Baldwin,
2006; Hayden and Ghosh, 2004). Les lignées humaines de myélome multiple,
majoritairement dérivées de formes extra-médullaires de MM, présentent une forte sur-
activation de leur voie NFkB sans microenvironnement, cette sur-activation est en
grande partie due a des mutations des régulateurs de la voie(Annunziata et al., 2007,
Romagnoli et al., 2007). De méme, chez les patients au diagnostic, une atteinte d’au
moins un acteur de la voie NFkB, a l'origine de sa sur-activation est retrouvée dans
14% des cas(Walker et al., 2018).

La voie p53

Les hémopathies malignes, contrairement a la majorité des tumeurs solides (en
particulier des carcinomes) se présentent avec peu d’anomalie de p53 au diagnostic.
Ainsi, les anomalies touchant le locus TP53 en 17p13 sont rares au diagnostic de
MM(<10%) mais s’acquiérent avec la progression, constituant un tournant dans
I'histoire individuelle de la pathologie.

Les atteintes de la voie p53 dans le MM sont principalement liées a des altérations de

TP53. Les délétions du locus 17p13 concernent 10% des patients au diagnostic, le
plus souvent hétérozygotes, et dans une proportion variable au sein de la population
des plasmocytes malins d’'un patient (médiane de 75%, extrémes :30-100%)(Avet-
Loiseau et al., 2007; Drach et al., 1998). Les mutants de TP53 sont encore plus rares
au diagnostic (~5.5%), et sont concentrés dans les patients porteurs d’'une délétion
17p, constituant le tableau classique de gene suppresseur de tumeur avec perte
d’hétérozygotie et inactivation bi-allélique, Table 3(Chapman et al., 2011; Lodé et al.,
2010; Lohr et al., 2014; Walker et al., 2015a; Weinhold et al., 2016). Au sein des
leucémies a plasmocytes primaires, les anomalies de TP53 sont de 25% au diagnostic
(30% de délétions et 25% de mutations)(Lionetti et al., 2016; Royer et al., 2016). Une
étude récente qui colligeait 101 patients atteints de leucémies a plasmocytes
secondaires rapporte une délétion du locus 17p13 dans 46% des cas(Jurczyszyn et
al., 2018).

A la rechute, les proportions de mutants et délétions de TP53 augmentent, touchant
plus de 15% des patients. Les formes extra-médullaires leucémisées secondaires sont
touchées dans 20% des cas(Lionetti et al., 2016). Weinhold rapporte I'expérience de

5 patients (sur 33 testés) ayant développé un clone avec un deuxieme évéenement sur
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TP53 a la rechute, ce deuxieme évenement était contemporain de I'acquisition d’'un
phénotype extra-médullaire ou leucémisé et d’'une survie de moins d’'un an (Weinhold
et al., 2016).

D’autres acteurs de la voie p53 peuvent étre altérés, en particuliers les régulateurs
directs de p53. Le locus de MDM2 est porté par le bras long du chromosome 12 avec
des amplifications retrouvées dans 8% des cas(Elnenaei et al., 2003; Quesnel et al.).
Les autres acteurs de l'ubiquitiniylation de p53 (Mdm4, HAUSP, Pirh2, Copl, ARF-
BP1 ou CHIP) ne semblent pas concernés par des anomalies dans le MM.

Des évenements épigénétiques interviennent également pour moduler la voie p53

dans le MM. Le géne CDKN2A est traduit en deux facteurs protéiques par lecture
alterne du cadre, INK4a et p142RF(Quelle et al., 1995). Arf permet la stabilisation de
p53, en se complexant a Mdm2 mais réduit également la traduction en se complexant
a la nucléophosmine (NPM, responsable entre-autres, de la conformation des ARN
ribosomaux)(Bertwistle et al., 2004; Sherr, 2006). Les atteintes par délétions ou
mutations de CDKN2A sont rares chez les patients atteints de MM (<1%), cependant,
I’hyper-méthylation de son promoteur est un évenement observé des le stade MGUS
(15%) et jusqu’aux stades MM (37%) et sPCL (29%). Cependant, des données
contradictoires sur cette hyperméthylation sont retrouvées dans la littérature, qui
interviendrait trés tardivement dans le développement tumoral(Dib et al., 2007;
Gonzalez-Paz et al., 2007; Tiedemann et al., 2008; Yu et al., 2017). La signalisation
IL-6, majeure dans la survie du myélome, serait impliquée dans la maintenance de la
meéthylation du promoteur de TP53(Hodge et al., 2005). Enfin, I'équipe de Croce a mis
en évidence un mécanisme indirect de modulation de l'activité de p53, via les miR-32/-
106b/-181a. Ces derniers ciblent PCAF, un cofacteur de I'activité acétylase de p300
(p300-CBP-Associated Factor). Ces miRNA sont sur-exprimés dans les MGUS et les
MM et réduisent I'activité de p53(Pichiorri et al., 2010). Les autres modificateurs post-
traductionnels de p53 ont été peu étudiés, cependant, de nombreuses altérations des
enzymes dé-acétylases et méthyl-transférases surviennent a la rechute, pouvant
modifier les niveaux d’'acétylation et méthylation de p53, et son activité
biologiqgue(Pawlyn et al., 2016).
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Diagnostic (%) Géne Rechute (%)
21,3 KRAS 24,7
19,3 NRAS 24,0
10,0 DIS3 12,7

7,1 BRAF 9,3
6,9 FAM46C 8,0
5,7 RB1 3,1
5,5 TP53 18,4
45 TRAF3 3,0
4,3 EGR1 4,3
3,9 CDKN2C 5,1
3,8 TET2 3,8
3,8 FANCA 5,8
3,5 ATM 1,7
31 LTB 1,3
31 PRKD2 2,6
2,8 IRF4 4,7
2,8 FGFR3 0,9
2,2 SP140 4,3
2,1 PRDM1 5,3
1,5 BIRC3 2,3
1,2 ATR 0,0

Table 3. Principales alterations géniques au diagnostic et a la rechute.
Mutations et pertes (délétions bialléliques) ont été agrégées des études
Chapman et al., Lohr et al, Walker et al., Weinhold et al. et Chavan et
al.(Chapman et al., 2011; Chavan et al., 2017; Lohr et al., 2014; Walker et
al., 2018; Weinhold et al., 2016).

Evénements épigénétiques

Un processus d'adaptation majeur des cellules eucaryotes est la régulation
epigénétique de leur matériel nucléaire. En particulier, le niveau de méthylation des
promoteurs des genes et les modifications d’histones (méthylation, acétylation,
phosphorylation et ubiquitilation) modifient profondément I'expression génique(Cedar
and Bergman, 2009; Chi et al., 2010). Les mutations des enzymes/protéines modifiant
les marques épigenétiques sont présents chez plus de 50% des patients au diagnostic
et augmentent avec la progression (par exemple, 17% vs 6.9% pour les méthyl-
transférases d’histones). Ces anomalies sont potentiellement a l'origine d'une
instabilité génétique transcriptionnelle et structurelle(Pawlyn et al., 2016). En

particulier, les patients t(4 ;14) présentent une sur-expression du gene ‘multiple
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myeloma SET domain’ (MMSET/ WHSC1/ NSD2) associée a des modifications de
leurs motifs de méthylation de 'ADN et des marques d’histone H3K36™e2 et H3K27Me3,
possiblement & l'origine de la dérégulation transcriptionnelle et de I'impact pronostic
péjoratif de cette translocation(Chesi et al., 1998; Martinez-Garcia et al., 2011). Par
ailleurs, la surexpression d’'EZH2, agissant sur I'H3K27, est également associée a un
pronostic négatif dans le MM, possiblement via la mise sous silence de bloqueurs du
cycle (CDKN1A, CDKN2B)(Pawlyn et al., 2017a).

Les anomalies de méthylation de 'ADN font partie de I'histoire naturelle du MM. En
effet, la transition du MGUS au MM s’accompagne quantitativement d’'une hypo-
meéthylation globale (hors ilots CpG) et qualitativement d’'une hyper-méthylation gene-
spécifiqgue (génes suppresseurs de tumeurs : CDKN2B, BCL2, GPX3, RBP1, TP73,
SPARC et TGFBI(Alexandrova and Moll, 2012; Heuck et al., 2013; Kaiser et al., 2013;
Walker et al., 2011). De facon inattendue, la transition de MM a PCL ne s’effectue pas
par une accentuation de I'hypométhylation globale mais par une hyper-méthylation,
qgui concerne 75% des genes déméthylés a la transition précédente : signalisation
intercellulaire, développement cellulaire/différentiation et adhésion cellulaire(Walker et
al., 2011).

Pour finir, les microARN permettent un contréle post-transcriptionnel des ARN
messagers, cependant peu de données convaincantes ont émergé des études
menees, et en particulier il existe un faible chevauchement de miRNA identifiés d’'une
étude a l'autre, en dehors ceux régulant p53(Dimopoulos et al., 2013; Wong et al.,
2012).

Evolution clonale

Le développement tumoral est un processus multi-étagé, fait d’insuccés tumoraux et
de sélections itératives de clones(Nowell, 1976). En effet, le risque de développement
d’'un MM depuis le stade de MGUS est seulement de 1% par an. Cette latence est
eévocatrice d'un processus darwinien de sélection par le micro-environnent:
'écosysteme (spontané, ou modifié par un traitement) exerce une pression de
sélection sur la tumeur, favorisant I'émergence d’un clone généré stochastiguement et
qui présente un avantage en survie, alors que d’autres clones disparaissent ou ne
s’imposent pas (Greaves and Maley, 2012). Au sein des clones sélectionnés, des

anomalies (génétiques ou épigénétiques) conférent I'avantage en survie et sont
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« driver » tandis que la majorité des autres anomalies, sont passageres. Ces dernieres
pourront intervenir dans un 2¢™e temps, en cas de modification de I'écosystéme et des

pressions thérapeutiques par exemple.

Les histoires naturelle et thérapeutique du MM suggérent une évolution clonale par la
transformation d’'une forme non tumorale MGUS, vers une forme indolente, puis MM
ou pPCL et finalement, aprés traitement, SPCL ou MM extra-médullaire. L'un des
éléments évocateurs de cette « filiation » est la persistance chez un méme patient de
I'anomalie cytogénétique 1™ au cours de I'évolution de sa pathologie plasmocytaire. Au
regard de I'évolution clonale, le caractere primaire de 'anomalie doit cependant étre
nuancé. En effet, la proportion du clone porteur de I'anomalie est d’environ 50% au
stade MGUS et progresse a 70-80% des plasmocytes anormaux au stade MM, ce qui
traduit une réduction de la diversité clonale au cours des traitements(An et al., 2015;
Lopez-Corral et al., 2011, 2012). L'ensemble des études de séquencage et
d’hybridation compétitive des plasmocytes tumoraux a mis en évidence une
prolifération oligo-clonale chez la majorité des patients, avec un clone majoritaire et
plusieurs sous-clones(Bolli et al., 2014; Chapman et al., 2011; Keats et al., 2012; Lohr
et al., 2014; Magrangeas et al., 2013; Walker et al., 2015a; Weston-Bell et al., 2013).
Les travaux de B. Walker ont démonté la présence de ces clones a tous les stades de

la pathologie (Figure 10).
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Figure 10: lllustration de la présence de sous-clones au sein des données
de séquencage de I'étude de Walker et al. 2014. La présence de multiples
pics est évocatrice de sous-clones. MGUS : Monoclonal Gammapathy of
Unknown Significance, SMM : Smoldering Myeloma, PCL : plasma cell
leukemia.

Le suivi des anomalies au cours de la progression de la pathologie met en évidence
une majoration des anomalies du nombre de copies (CNA) et des mutants chez les
patients(Keats et al., 2012; Mailankody et al., 2017; Walker et al., 2014b). Quatre a 7
clones coexistent chez les patients porteurs d’'un MM, qui existaient dans les formes
SMM dans une tres faible proportion(Lohr et al., 2014; Melchor et al., 2014; Walker et
al., 2014b).

Le mécanisme d’évolution est dans 2/3 des cas par branchement & partir d’'un clone

initial tandis que 15% des évolutions sont linéaires(Weinhold et al., 2016). Cette
diversification clonale majoritaire par branchement définit la diversité intra-clonale. La
premiere étude génomique “cellule unique” (sur 6 patients) sans inférence par dé-
convolution de signal, a confirmé les résultats sur ADN mélangé et la coexistence des
schémas linéaires et branchés. Peu de marqueurs de progression ont été mis en
evidence dans les études avec échantillons appariés, mais le nombre d’échantillons
analysé reste limité (moins de 20 patients avec données WES : RB1, BRCAZ2,

RUNX2). Weinhold note cependant un enrichissement, déja constaté sur des cohortes
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non appariées, des anomalies de TP53 et de la voie PI(3)K/RAS(Weinhold et al.,
2016).

D'un point de vue clinigue ce comportement clonal apporte deux éclairages

importants dans nos prises en charge :

- La nécessité d'un traitement combiné chez les patients, pour prévenir
I’émergence d’un clone sélectionné et augmenter les chances d’efficacité.

- Considérer des retraitements, en échec au temps thérapeutique n-2. L’étude
sériée de Bolli et al. a trés bien montré I'exemple d’'un patient avec un clone de
2¢me rechute identique au clone du diagnostic, eux-mémes différents du clone
de 1° rechute.

Pour finir, une constatation cytogénétique intéressante a été réalisée par une équipe
allemande, a partir des données de 'HOVONG65/GMMG-HD4. Les patients qui
présentaient un haut risque cytogénétique (del 17p13, gain 1921, et t(4;14)) sans sous-
clones (détectés par cytogénétique/FISH seulement) avaient une survie meilleure
(75% vs 50% a 6ans) que les patients avec un sous-clone(Merz et al., 2018). Ces
derniers résultats sous-tendent que la résistance pré-existe au traitement et que le

sous-clone le plus adapté est rapidement sélectionné par le traitement.

Microenvironnement

Le microenvironnement est essentiel a la survie des plasmocytes tumoraux, en effet,
la durée de vie des plasmocytes en dehors de leur niche tumorale est tres courte.
Depuis le stade MGUS jusqu’au MM, le plasmocyte malin prolifere par l'intégration de
signaux du micro-environnement, dont I'un des acteurs principaux est la cellule
stromale (BMSC). Cette derniere sécrete des facteurs de croissance essentiels tels
gue I'lL6 ou I'lGF-1. Ces sécrétions activent les voies de prolifération et de survie telles
NFkB, MAPK et PI3K/Akt (Kawano et al., 1988; Mantovani and Garlanda, 2006), et via
une boucle longue, permettent la synthese de facteurs de croissance par la cellule
tumorale, enrichissant en retour sa niche tumorale(Manier et al., 2012). L'IL-6 et '|GF1
sont également des facteurs majeurs de la survie plasmocytaire, en induisant
I'expression d’anti-apoptotiques (BCL-XI, Mcl-1)(Chauhan et al., 1997; De Bruyne et
al., 2010; Puthier et al., 1999). Le plasmocyte malin a une action directe sur son
microenvironnement, une des manifestations cliniques les plus communes est

I'ostéolyse localisée (« lacunes osseuses »). Cette ostéolyse est le résultat d’une part
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de la sur-activation des ostéoclastes et d’autre part de I'inhibition de l'activité des
ostéoblastes, par la synthése respective de RANK ligand (et MIP-1a) et DKK1 par les
plasmocytes malins(Balakumaran et al., 2010). L'accumulation des anomalies
acquises au cours du développement du MM dans les voies MAPK et NFkB, peut
permettre une indépendance aux signaux extérieurs, favorisant le développement
tumoral(Annunziata et al., 2007; Walker et al., 2018; Weinhold et al., 2016).

MM et résistance aux traitements

Le MM se caractérise par une résistance aux traitements anti-néoplasiques usuels.
Une partie de cette résistance est liee au microenvironnement meédullaire, et en
particulier de la niche tumorale via la voie NFkB et I'hypoxie médullaire relative(Martin
et al., 2011). La voie NFkB permettrait la surexpression de nombreux génes de la voie
Fanconi de facon transcriptionnelle (via RelB/p50), Yarde et ses collegues ont ainsi
démontré que l'utilisation d’inhibiteur du protéasome (qui inhibe partiellement la voie
NFkB(Hideshima et al., 2009)) réduisait 'expression des acteurs de la voie Fanconi et
la réparation des dommages a I'’ADN induits par les alkylants (melphalan)(Chen et al.,
2005b; Yarde et al., 2009). Enfin, les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
sont des acteurs majeurs de la survie des plasmocytes, en particulier Bcl-2 et Mcl-1,
dont les rbles biologiques ont été déemontré dans plusieurs criblages par RNA
interférence ou CRISPR-CAS9(Gong et al., 2016; Marchesini et al., 2017; Tiedemann
et al., 2012).

Prise en charge du myélome multiple et des leucémies a plasmocyte
En dehors d’'un essai thérapeutique, seuls les patients porteurs d’'un myélome multiple
symptomatique ou d’'un myélome indolent de haut risque, requiérent une prise en

charge thérapeutique.

Pronostic du myélome

Les scores pronostiques d'une pathologie dépendent des traitements regus par ces
patients, les scores actuels sont donc basés majoritairement sur des patients traités
par immunomodulateurs (Imids), Inhibiteurs du protéasome, gluco-corticoides, et
alkylants (haute dose du sujet jeune). Le Revised-International Staging System (R-
ISS) est une évolution de I''SS(Greipp et al., 2005) prenant en compte les informations
cytogénétiques(Palumbo et al., 2015). Ce score est construit sur les taux de 32

microglobuline, I'albuminémie plasmatique et le score iIFISH(FISH interphasique). Le
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score iIFISH sur les plasmocytes tumoraux définit les patients de pronostic péjoratif
s’ils sont porteurs d’une translocation (4 ;14) ou (14 ;16) ou d’'une délétion 17p. Le R-
ISS permet une bonne séparation des différents groupes pronostiques, au sein des
patients jeunes bénéficiant d’'une intensification thérapeutique avec greffe de cellules
souches autologues et au sein des patients plus ageés traités sans intensification mais

au moyen des stratégies sus-citées, Figure 11, Table 4.

LDH
Normal Haut
FISH FISH
Standard Haut Standard Haut
| SG=82
B2Mic>5.5mg/L & SSp=55
Alb >35g/L
7))
n Il SG= 62; SSP= 36
11 SG=40
B2Mic>5.5mg/L SSP=24

Table 4. Calcul du score R-ISS a partir des données biochimiques et
cytogénétiques.SG= survie globale a 5 ans (%), SSP= survie sans
progression a 5 ans (%)

A B
' HR (95% CI) P
Age, years
> 65 v< 65 1.44(1.2810 1.62)  <.001 P -

Sex
= M vF 1.14 (1.02 to 1.28) 024 -
= d
S Z 06 'L""u,_ CA :
S = [ High vstandard risk  2.03 (1.79to 2.31) <.001 F
v i H
o = e LDH :
(LR Ty, High vlow 2.55(1.98t0 3.27) <.001 R
5 5 04 i
2= 1SS i

""" vl 2.39(1.9610 2.91)  <.001 Po-
Median 0% vl 4.68 (3.5510 6.17) < .001 ——
021 _—Rissi R R-ISS
hileo il -£3monthe vl 3.68 (2.75t0 4.92)  <.001 ——
“=RIs3ll. “3months v 9.95 (6.45 to 15.36) < .001 —_—
0 12 24 36 48 60 72 0.1 1 10
) — —
Time (months) Lower mortality  Higher mortality

Figure 11. Stratifications selon R-SS. A. survie globale. B. hazard-ratios des
composants du score et du score composite. (Palumbo et al., 2015)

Un score pronostique intermédiaire entre ISS et R-ISS a été publié afin de détecter les

jeunes patients a haut risque de progression (ou rechute) précoce dans les 2
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premieres années de traitement. Il comprenait I'ISS-3 et LDH augmentés et/ou iFISH
del(17p)/t(4 ;14), score de 0 a 4(Moreau et al., 2014).

Au cO6té des scores bio-cytogénétigues, la démocratisation des analyses
transcriptomiques a vu fleurir de nombreux scores pronostiques, entrainés sur des
cohortes de patients traités différemment et avec trés peu de recouvrement dans les
sets de genes sélectionnés. Ces divergences mettent en évidence la robustesse
variable de ces scores, et in fine, leur faible applicabilité clinique. Récemment, Chng
et al, sous I'égide de 'MWG, a combiné ces différents scores : signature d’instabilité
chromosomique (CINGECS)(Chung et al., 2013), I'index centrosomique (CNTI)(Chng
et al., 2008b), la signature du HOVON-65/GMMG-HD4 (EMC92)(Kuiper et al., 2012),
la signature a 7 genes issue des lignées de MM(Moreaux et al., 2011), la signature
liée aux délétions homozygotes(HZDCD)(Dickens et al., 2010), I'index a 15 génes de
I'Intergroupe Francophone du Myelome(Decaux et al., 2008), la signature de
prolifération (Pl)(Hose et al., 2011), et les signatures a 70 et 80 génes de
TUAMS(UAMS70, UAMS80)(Shaughnessy et al., 2007, 2011). Cette analyse a révélé
que la moyenne de deux scores (HZDCD et EMC92) permettait de prédire avec une
grande sensibilité, chez les patients autogreffés, le risque de rechute précoce et de
mortalité(Chng et al., 2016). L’apport de stratification au R-ISS est pour l'instant
inconnu, pour mémoire, I'ajout de 'EMC92 a I'ISS et aux anomalies FISH n’avait
apporté que peu de plus-value clinigue dans le pronostic(Kuiper et al., 2015), ces

résultats restent pour I'instant confinés aux publications.

Au-dela de I'expression de ARN codants, une étude portant sur 308 patients d’un essai
prospectif mettait récemment en évidence un set d’ARN non-codants dont I'expression
serait corrélée a la survie des patients. Ces modifications de transcrits devront étre

validées sur une nouvelle cohorte et explorées biologiquement(Samur et al., 2018).

Les patients tres haut risque - TP53 // Nouveaux facteurs pronostiques ?

De nouveaux facteurs prédictifs, en particulier mutationnels, font leur apparition avec
'agrégation des données bio-cliniqgues et génomiques. Publiée en 2015, I'étude de
Walker a porté sur 465 patients, annotés par séquencage d’exome et traités selon un

protocole prospectif (avec intensification selon la catégorie d’age).

Cette étude démontre que les mutations affectant I'intégration du signal de dommage

a 'ADN (ATM, ATR, TP53) bien que rares lorsqu’elles sont prises isolément (3%,
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1.5%, 3%, respectivement) touchent 11% des patients lorsqu’elles sont prises en
compte comme un tout (avec les del(17p)). Les altérations de ce ‘signal TP53’ (selon
Walker) s’associent avec une SSP médiocre de 15mois (vs 28m) et une SG de 23m
(vs 40m). Ces anomalies de TP53, d’ATM et d’ATR restent des facteurs indépendants
en analyse multivariée (avec I'lSS, I'age, les translocations de MYC et la t(4 ;14)). Dans
la méme étude, Walker détaille d’autres mutants : CCND1, ZFH4, qui combinés al'lSS,
aux statuts TP53, ATM/ATR, del(17p), t(4;14) et a 'amp(1q) identifient un groupe de
tres mauvais pronostic, dont la moitié progresse dans l'année de [linitiation du
traitement et dont la médiane de survie est inférieure a un an. Cependant, une

validation prospective dans un groupe de patients indépendant est en attente.

Le réle des mutants de RAS est plus controversé, en effet, alors que I'équipe de
Fonseca retrouvait un impact défavorable des mutants, les résultats de la cohorte de
Walker disqualifient les premiers. La différence majeure entre les deux études
d’effectifs similaires (et réalisées a plus de 10 ans d’intervalle) était I'utilisation d’Imids
et d'inhibiteurs du protéasome dans I'étude de Walker, gommant probablement les
impacts des mutants de RAS. Ces différences renforcent de fagon évidente s'il le fallait
gue l'impact pronostique dépend du traitement(Chng et al., 2008a; Walker et al.,
2015b).

Prise en charge du MM

Au diagnostic

La biologie du MM a été a l'origine d’'une asymeétrie d’amélioration des survies par
rapport au reste des hémopathies lymphoides B matures. En effet, tandis que ces
dernieres profitaient de la multiplication des schémas semi-intensifs, du
développement des alkylants, des inhibiteurs de topoisomérases, des sels de platines,
et du raffinement diagnostic, pour le MM aucune association supérieure au melphalan
oral associé a la prednisone n’a été démontrée jusque dans les années 80(Bergsagel
et al., 1962; Blokhin et al., 1958; Mass, 1962; 1998).

L'utilisation de la chimiothérapie intensive (melphan haute-dose) au milieu des années
80, en rechute puis en premiere ligne(Attal et al., 1996; Barlogie et al., 1987; McElwain
and Powles, 1983) avait été a l'origine de l'augmentation du taux de rémission
complete et de la durée des rémissions. Cependant, les niveaux de réduction tumorale

avant intensification restaient trés faibles, malgré la diversification des combinaisons
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de traitements (VAD : Vincristine, doxorubicine, dexamethasone). Un second virage
sera pris au tournant des années 2000 avec l'utilisation de la thalidomide et des
inhibiteurs du protéasome, contribuant & I'amélioration sensible de survie dont nous
sommes les témoins contemporains(Orlowski et al., 2002; Singhal et al., 1999) (Figure
12).

Ces développements ont conduit a l'utilisation de ces trois classes : les alkylants
(melphalan/cyclophosphamide), les Imids (thalidomide, lenalidomide, pomalidomide)
et les inhibiteurs du protéasome (bortézomib).

Cependant, alors que la survie a 5 ans progresse invariablement depuis les années
90 (Figure 12), le sous-groupe de patients porteurs d’une anomalie de TP53 n’a que
peu bénéficié des avanceées thérapeutiques, la majorité de ces derniéres exploitant
des mécanismes p53-dépendants (melphalan et Inhibiteur du protéasome)(Moreau et
al., 2014).
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Figure 12. Evolution de la survie globale a 5 ans des patients porteurs de
MM. Données INVS jusqu’a 2012. La droite pointillée aprés 2010 est une
projection, le point vert est la donnée du dernier protocole de traitement des
sujets jeunes (IFM-2009/DFCI).
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En dépit des scores pronostiques les plus récents, les choix thérapeutiques en

premiére ligne se font en fonction de criteres cliniques :

Les sujets jeunes et sans co-morbités bénéficient de l'intensification thérapeutique par
mephalan haute dose, comme a nouveau démontré récemment par l'intergroupe
Francophone du Myélome a l'ere des nouvelles thérapies(Attal et al., 2017).
L’induction précede lintensification et repose sur l'utilisation d’une triplette : inhibiteur
du protéasome, Imid et dexaméthasone, 4 cycles(Moreau et al., 2011, 2016a;
Sonneveld et al.,, 2013). La collecte de cellules souches est potentialisée par le
cyclophosphamide(Attal et al., 2017). Le melphalan a haute dose (200mg/m2) reste,
pour linstant, I'agent de référence du conditionnement de [lautogreffe, sans
radiothérapie, sans majoration de dose ou association a d’autres cytotoxiques(Blanes
et al., 2013; Carreras et al., 2007; Cunningham et al., 1994; Moreau et al., 2002; Nieto
et al., 2017). A l'issue de cette intensification, une consolidation courte (2 cycles) de la
méme triplette est effectuée(Ladetto et al., 2010). Dans le cadre de ce schéma de
traitement, la maintenance reste débattue. Le lénalidomide en maintenance est
approuvé en France et recommandé par I'IMWG, cependant son « service
meédical rendu » étant faible il n'est pas remboursé. La réalisation d'une double
autogreffe pour les patients a haut risque est maintenant recommandée(Cavo et al.,
2016).

Les sujets agés ont longtemps bénéficié de l'association melphalan-predinose-
thalidomide(Facon et al., 2007). L’association melphalan-prednisone-bortézomib(San
Miguel et al., 2008) et le Iénalidomide-dexaméthasone tendent a remplacer cette
stratégie(Facon et al., 2018). L’intensification thérapeutique (avec des doses similaires
a celles des sujets jeunes) chez les sujets agés, hautement sélectionnés n’est pas
associée a une mortalité excessive(Garderet et al., 2016; Kumar et al., 2008) mais
n’est ni recommandée ni classique. On peut s'interroger de son impact sur la qualité
de vie face aux alternatives thérapeutiques a disposition, en particulier le

développement de 'immunothérapie.

Les leucémies a plasmocytes primaires s’appuient sur le méme schéma de traitement
gue les patients jeunes, avec l'adjonction d’un inhibiteur de topoisomérase dans
I'induction : la doxorubicine. Le standard actuel est la double autogreffe ou le tandem
autogreffe/allogreffe et une année de consolidation par bortézomib, revlimid et
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dexaméthasone. Cependant, méme avec ce traitement trés agressif, ¥4 des patients
au diagnostic sont réfractaires, et la survie sans progression médiane est de 15 mois.
Ces patients qui présentent une anomalie du locus TP53 dans 28% des cas restent
exposes a un taux de rechute quasi-constant, Figure 13(Royer et al., 2016).
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Figures 13. Données de survie globale du protocole « Leucémie a
plasmocyctes primaires » (AOL-2009). La droite jaune illustre un taux de
rechute constant au cours du temps.

A la rechute
Les traitements de rechutes sont moins codifiés, les stratégies ne dépendant plus de

'age des patients mais des traitements antérieurs regus.

Plusieurs classes thérapeutiques se combinent, la aussi le plus souvent en
triplettes(Boudreault et al., 2017; Laubach et al., 2016). Les alkylants se diversifient
(cyclophosphamide, bendamustine), [l'utilisation d’inhibiteurs du protéasome de
seconde génération (carfilzomib, Ixazomib oral) est possible, et on peut recourir a un
Imid de 3°™Me génération, le pomalidomide(Baz et al., 2016; Damaj et al., 2012; Moreau
et al., 2016b; Stewart et al., 2015).

L'allogreffe de cellules souches reste une thérapie peu efficace dans le MM, grevée
d’une forte mortalité toxique, qu’elle soit myélo-ablative ou non(Pawarode et al., 2016).

Stratégies novatrices

Aprés le raz de marée de 'immunothérapie anti-CD20 dans le champ du lymphome B,
limmunothérapie a réinvesti le champ du myélome. En particulier, les anticorps anti-
CD38 ont démontré leur efficacitt en rechute en association avec le

bortezomib(Palumbo et al.,, 2016) ou le lénalidomide(Dimopoulos et al., 2016), et
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gagnent maintenant les premiéres lignes des sujets agés(Mateos et al., 2018) et
jeunes (CASSIOPEA, NCT02076009).

D’autres cibles, tel le BCMA (B-Cell maturation Antigen, un récepteur essentiel a la
survie des plasmocytes via ses ligands APRIL et BAFF) peuvent étre utilisées : par
des anticorps couplés (Trudel et al., 2017) ou des Chimeric Antigen Receptor T Cells
(CAR-T cells)(Cohen et al., 2017). Les études de CAR-T-cells produisent des résultats
impressionnants, mais les données d’efficacité concernent majoritairement des
patients juste apres I'expansion des clones T. Peu de patients ont un suivi supérieur a
un an, et I'expansion du clone a disparu dans les 6mois pour 50% des malades. Bien
gu’efficaces chez des patients de trés mauvais pronostic (67% de del(17p)/TP53Mt,
30% de maladie extra-médullaire), il est & noter que sur 33 patients inclus, seuls 21
ont recu le traitement, dont 8 ont eu une réponse au moins partielle au traitement (avec
deux rechutes tres précoces dans les 4 premiers mois). Néanmoins, des engouements
scientifiques et médicaux majeur (et commerciaux) favorisent 'amélioration des
techniques et le développement de nouvelles générations de CAR-T pour apporter des
solutions a des patients en impasse thérapeutique

Alors que les inhibiteurs de checkpoint immunitaires (PD-1, PD-L1) se développent en
cancérologie solide et dans les autres champs de I'hématologie, les essais dans le MM
en association avec les Imids ont été suspendus pour surmortalité dans les bras
expérimentaux. L’avenir de cette stratégie et sa combinaison avec d’autres drogues

dans le MM est incertain.

Les lignées de MM

Notre équipe posséde une collection de 45 lignées humaines de myélomes multiple
(HMCL). Trente-trois lignées sont utilisées de fagon courante, dont 20 sont
dépendantes de I'lL6 pour leur survie (avec une lignée, U266 qui posseéde une activité
autocrine). Les HMCLs sont dérivées de cellules de patients présentant des leucémies
secondaires, des pleurésies, de I'ascite ou des formes sous-cutanées tumorales. Elles
sont donc majoritairement issues de patients déja traités, et le plus souvent réfractaires
aux derniers traitements recus. Les HMCLs présentent les caractéristiques décrites
dans la table 5. L'étude du transcriptome des HMCLs a confirmé que ce modéle est
bien représentatif des patients. En effet, les dérégulations issues des évenements

cytogénétiques primaires, détectés aux diagnostic, sont toujours a l'origine d’'une
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ségrégation des lignées entre elles, tout comme chez les patients, Figure 14(Moreaux
etal., 2011; Zhan et al., 2006). Trente-deux lignées présentent une translocation avec
un promoteur de chaine d'Immunoglobuline (30 avec un promoteur de chaine lourde)
dont 2 avec un partenaire inconnu. Les lignées présentant une hyper-diploidie sont
rares(Li et al., 2007), et ces hyper-diploides présentent d’autres anomalies
chromosomiques inhabituelles pour cette catégorie de patient(Chng and Fonseca,
2008).

La tracabilité des lignées et I'absence de dérive clonale est primordiale dans
'empilement des résultats biologiques et leur mise en relation. Par exemple, le
séquencage des cDNA de TP53 a été conduit en méme temps que le séquencage des
cDNA des ARNm de KRAS et NRAS, tandis que les données de transcriptome et
d’annotation fonctionnelle sont incrémentées avec la génération de nouvelles lignées
et les nouvelles questions biologiques. L’'identité de chaque lignée est assurée par la
réalisation d'un immunophénotype a chaque décongélation, selon un algorithme
publié(Maiga et al., 2015).

CCND1
BCL2

ITGB7, MAF

KIR, NALP

GAGE, MAGEA, SSX

FRZB, S0OCS3
WNT10B, JAG2
MDK

FGFR3
WHSC1

Figure 14. Classification non supervisée des HMCLs. D’aprés Moreaux et
al. 2011
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Cible de Genomic (Chrl7, hgl9)  Protéine Domaine  Biologie

Translocation Protéique protéique Séquencé WES
AMO1 other wt wt X
ANBL6 maf 7576855G>A Q331STOP TET  [NENS |
BCN maf wt wt X
JIM3 mmset 7577121G>A R273C L1 DBL X
JIN3 maf NE NE - X
KARPAS620 cendl 7578526C>T C135Y L1 DBL X
KMM1 cendl 7578526C>A C135F L1 DBL X
7577559G>A S241F* L2/L3  DBL
KMmMS11 mmset - KO NE - X
KMS12BM cendl 7574017C>A R337L TET NDBL
KMS12PE cendl 7574017C>A R337L TET NDBL X
1363 maf 7577499C>G $261T NDBL  NDBL X
LP1 mmset 7577082C>T E286K L1 DBL X
MDN ccndl wt X
MM1S maf wt X
NAN1 maf 7578392C>A E180STOP L2/L3 X
NAN10 cendl 7578448G>T Cl161A NDBL  NDBL X
NAN11 maf wt X
NAN3 mmset 7577539C>T wt/R248Q L2/L3 X
NANG6 maf Del7577830-7576554 del exons7-9 L1/2/3/TET X
NAN7 cendl ? >exon7  L1/2/3/TET X
NANS8 mmset ? >exon7  L1/2/3/TET X
NAN9 mmset wt Wt X
NCIH929 mmset wt Wt X
OPM2 mmset 7578406C>T R175H L2/L3  DBL X
RPMI8266 maf 7577085C>T E285K L1 DBL
SBN other wt Wt
SKMM2 cendl 7578534C>A K132N L1 DBL X
U266 ccnd1 7578449C>T A161T NDBL  NDBL X
XG-1 ccnd1 7578554A>T Y126N L1 DBL X
XG-10 other wt Wit X
XG-11 cendl 7578526C>T C135Y L1 DBL X
XG-12 maf wt Wt
XG-13 maf R248Q L2/L3  DBL
XG-14 cendl G266E NDBL  NDBL
XG-16 other 7578190T>C Y220C NDBL  NDBL X
XG-19 maf wt Wit
XG-2 other 7578403C>T C176Y L2/13 DBL X
XG-20 mmset ? del exons7-9 L1/2/3/TET -
XG-21 ccndl wt Wt
XG-24 mmset wt Wt
XG-3 other wt Wt X
XG-5 ccnd1 7577094G>A R282W L1 DBL X
XG-6 maf wt wt X
XG-7 mmset wt wt X

Table 5. Caractéristiques des HMCLs, status TP53. >exon7 : pas d'amplification
de cDNA aprés exon 7. En rouge: les «hot-spots », WT : wild-type, TET:
tetramerization, L1/2/3 : boucles liant ’TADN, NDBL : boucles ne liant pas I'’ADN.
DBL : boucles liant 'ADN. NE.NS: non-exprimé ou tronquée (non-sens). *:
mutants portés par 2 alleles différents.



Objet du travalil

Pour ce travail de these nous sommes partis de deux constats: le MM est une
hémopathie a la biologie unique au sein des hémopathies B et pourtant, ses modeles

sont incompletement annotés d’un point de vue génomique.

Le premier article a voulu apporter un nouvel éclairage sur les altérations possibles de
la voie p53 dans les hémopathies malignes B au diagnostic, sur les relations entre ces

altérations et sur les schémas d’inactivation de la voie.

Le deuxieme article s’est concentré sur I'exploration des anomalies génomiques du
MM. Nous avons séquencé I'exome de nos 33 lignées de MM, afin de mettre en
evidence des altérations coordonnées de voies de signalisation stratégiques pour le
MM. Ces résultats ont été mis en relation avec les annotations phénotypiques
(réponses aux traitements, dépendances mitochondriales, anomalies du cycle

cellulaire, etc...).

Enfin, jai poursuivi le travail que nous avions publié lors de mon Master 2 sur
I'efficacité de PRIMA-1Met dans le MM, en particulier en axant notre recherche sur le
mécanisme de mort et la recherche d’'une cible non-p53. Ces résultats « mis a jour »

sont présentés et confrontés a la littérature parue apres la publication de notre article.
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Article 1. p53 dysregulation in B-cell malignancies: More than a single gene in the
pathway to hell

Tessoulin et al., Blood Reviews, 2016
Résumé :
La dérégulation de la voie p53 par anomalies directes de TP53 (délétions/mutations)
est associé a une diminution des réponses aux traitements dans les hémopathies
malignes B. Nous avons décrit avec ce premier travail les anomalies des acteurs
d’intégration et de régulation de la voie p53 (MYC, RAS, CDKN2AARF . MDM2, ATM et
TP53), depuis la leucémie aigle lymphoblastigue B jusqu’aux hémopathies
plasmocytaires. Les résultats de ce travail sont que les anomalies ne sont pas
distribuées de fagcon homogéne (et donc aléatoire) au sein des hémopathies.

En effet, les atteintes directes de TP53 ou d’ATM (par mutation et/ou délétion, souvent
associees entre elles) sont particulierement fréquentes au sein des lymphomes B
Difftus a grandes cellules et a Cellules du Manteau. Au sein des activateurs
oncogeéniques, les dérégulations de MYC, en particulier les gains, sont tres rares dans
les lymphomes post-GC, alors gu’elles sont fréequentes dans les leucémies pro-
lymphocytaires B, le MM et les leucémies plasmocytaires. Les mutations de RAS sont
absentes des hémopathies malignes B, en dehors des deux extrémités du spectre

nosologique : les LAL-B et les pathologies plasmocytaires.

Afin d’améliorer la compréhension de I'hétérogénéité des anomalies décrites, nous
avons réalisé une analyse factorielle multiple, prenant en compte les anomalies
oncogéniques et les anomalies des génes suppresseurs de tumeurs. Cette analyse
montre que les dérégulations de MYC sont souvent associées au statut TP53 du
groupe histologique. De plus, les hémopathies présentant des gains de MYC, des
délétions de TP53 et des mutations de RAS présentent des survies défavorables au
sein des hémopathies. Une autre caractéristique mise en évidence dans ces
associations est I'indépendance entre les anomalies de TP53 et d’ATM, ces dernieres
étant rares dans le MM, mais s’enrichissant dans les PCL. Associée a cette revue
interprétée, nous proposons plusieurs stratégies thérapeutiques pour les hémopathies
malignes B, se basant sur le regroupement d’anomalies plus que I'histologie.
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TP53 deletion or mutation is frequent in B-cell malignancies and is associated with a low response rate. We de

scribe here the p33 landscape in B-cell malignancies, from B-Acute Lymphoblastic Leukemia to Plasma Cell Leu-
kermia, by analyzing incidence of gain or loss of function of actors both upstream and within the p53 pathway,
highly vﬁ:!ﬁmﬁ mah’g‘naﬁ'es. Deletion and mucation, usually associated, of AT or TP53 are frequent in
Diffuse Large B-Cell Lymphoma and Mantle Cell Lymphoma, MYC gain, absent in post-GC malignancies, is fre-
quent in B-Prolymphocytic-Leukemia, Multiple Myeloma and Plasma Cell Leukemias, RAS mutations are rare ex-
cept im MM and PCL. Multiple Factarial Analysis notes that MYC deregulation is closely related to TP53 status,

1ymphoma Moreover, MYC gain, P53 deletion and RAS mutations are inversely correlated with survival. Based on this land-
scape, we further propose targeted therapeutic approaches for the different B-cell malignancies.

@ 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction abnormalities abrogate its activation by DNA damaging drugs via dele-

Abnormalities in the p53 pathway are present in virtvally all cancer
cells and are asseciated with poor outcomes [1,2]. p53 has a dual role as
a genomic guardian and as a master regulator of stress. Moreover, p53
has recently been uncovered as a major switch for metabolic control
and mitochondrial function in cells [1,2). Being at the helm of the cellu-
lar fate, both pS3 expression and regulation are tightly regulated. Aside
fromm the direct deletion and/or mutation of 153, several mutations, de-
letions and/or amplifications of genes involved in the regulation of the
P53 pathway abrogate the precise regulation of this pathway in cancer
cells [1.2]. p53 is activated by the increase of its genomic expression
and/or by several types of direct modifications, i.e.. phosphorylation,
ubiquitylation, and sumeoylation. all of which impact the half-life and/
or function of p53 [1]. Abnormalities involving the p53 pathway are
found at all the levels of its regulation. Direct abnormalities include
chromosomal deletion {del17p}, hypermethylation of the p53 promot-
er, and missense o nonsense mutation in TP53 exons, while indirect

* Corresponding aathors at: INSERM UMRE1232, CNRS ERLGOO1, Centre de Recherche en
Cancéralogie ef Immunologie Nantes Angers, IRS-UN, 8 Qual Moncousu, BP 70721, Nantes
F-44007, Franoe,

E-rad! addiresses: benoit.essoulin@univ-nantes.fir (B, Tessouling,
catherine pellat-deceunynchiuniv-nantes.ir {C. Pellar-Deceunynck).

hotp:fdx.doiorg 10,1016/ blre.2017.03.001
D2E8-960X0 2017 Elsevier Led. All rights reserved.

tion and/or mutation of ATM {ataxia telangiectasia mutated), or alter
its stabilization via deletion of ARF (alternate reading frame of
COKN2A locust or overexpression of MOM2 {murine double minute
2). However, soime of these abnormalities are reversilile, as pharmaco-
logical agents can inhibit promoter methylation {demethylating
drugs) or protein interactions {e.g. p53/MDM2/USF7). In addition to
TP53 deletion/mutaticn, the most frequent and common abnormalities
across cancer cells are Myc overexpression { due to translocation, ampli-
fication, or overexpression ) and RAS mutations [2]. Both of these onco-
genes that contribute to tumorigenesis and sustained proliferation
also modulate the activity of p53 pathway [3.4].

The aim of this review is to provide an updated panorama of p5s3
pathway dysregulation. We thus analyzed cvtogenetic and genomic ab-
normalities involving “oncogenic activators” (MYC, RAS), regulators
[ATM, MDMZ2, ARF) and TP53 itself to identify specific pharmaceutical
targets in hematelogical lymphoid malignancies of B-cell arigin, from
Acute Lymphaoblastic Leukemia [B-ALL} to plasma cell leukemia [PCL)
The comprehensive analysis of zenomic abnormalities in hematological
malignancies, including the recent extensive exome sequencing, shows
that pathologies display a “specific” pattern of abnormalities that either
preferentially target TP53, ATM or other effectors or target all of them.
The role of miRNA deregulation was not addressed in this review be-
cause established data assessing miRNA expression in B-cell malignan-
cies were not available at the time of article submission.
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2. The p53 pathway can be reversibly or irveversibly impaired by nu-
merous abnormalities

The p53 pathway (Fig. 1} is a complex pathway involving =50 genes
and/or proteins involved in the regulation of all essential cell functions,
especially in response to all types of stresses a cell could encounter (e.g.,
DNA damage, metabolism, cell division, oxidative stress, oncogenic
pressure ). Numerous reviews have described in detail all of these func-
tions as well as the up- and downregulation of each factor under stress
conditions in normal cells [2,4]. These regulations involve gene expres-
sion, alternative splicing, protein translation, protein modification and
localization. In non-tumor cells, intense and permanent stresses lead
to acute and prolonged activation of the p53 pathway resulting in cell
cycle arrest, followed by senescence and/or cell death. Malignant cells,
which actively proliferate, display abnormalities in the pS3 pathway
with reversible or ivreversible alterations of either p53 or other factors
that are upstream or downstream of TP53, In hematological malignan-
cies, deregulation of the pathway at the protein level mainly involves
a loss of function in p53, ATM, and p14°*F and a gain of function in
Ras, Myc, and Mdm2 (Fig. 1). Regarding LSPY and USP10, no genomic
abnormalities have been reported yet. Loss- and gain-of-functions are
the consequence of chromosomal deletions [TP53, ATM, and ARF},
inactivating or activating point mutations [TF53, ATM, and RAS), translo-
cation or chromosomal amplification (MYC and MDM2), and overex-
pression concurrent with the loss of a negative regulator of either
protein or miRMNA origin, For instance, MDM2 mRNA expression is in-
creased by gene amplification, trisomy of chromosome 12 (ri(12}) ov
decrease in the expression of p53-induced miRNAT92, 194 and 215 (5,
6]. Two deubiguitinases, USP7/HAUSP and USP10[7], are important reg-
ulators of the p53 pathway following ATM/CHKZ activation. USP10 di-
rectly interacts with p53 to remove Lb, while USP7 seems to
preferentially targel MDM2 |2,7 8. Although both deubiguitinases
play a major role at the protein level, their expression and regulation
have not been thoroughly investigated in cancer cells. However, these
proteins may be viable drug targets despite the limited data available.
Ras and Myc activate ARF via ARF-BP1, thus leading to cell cycle arrest

o,

i k
. MYC
DhA damage 3 \.._,-f’l,"_'\.
| RAS )
A g
\\ i
ATM ARF
Growth arrest (momz) Growth
DNA repair —  (USP10 i USPT ) et Survival
Senescence /| ps3 i Glycolysis
Apoptosis "

Pentose pathway

Tumor-associaled abnormafiies

E:l loss of function
(:} gain of function
D unknawn

Fig. 1. Schematic representation of the p53 pathway tncluding frequent hics in tumaor cells.
Proteins favoring the activation [stabilization} or silencing (degradacion) of p53 are
represented in red or blue, respectively. Loss or gain of function is represented by
rectanghe or cirde shape, respectively, RAS and MYC can indirectly or direcdy induce the
expression of ARF, which inhibits p53 degradarion and favors growrh arrest and
apoptosis. In response to DNA damage, ATM phospharylates USP10, which counteracts
p53 ubiquitination by MDM2 and leads to p33 stabilization. USP7 interacts wich the
MDM2/p53 complex and favors MDM2Z-mediated ubiguitination of p53,
Pharmacological inhibitors targeting cither MDM2 or LSPT favor p33 stahilizarion,

@ P53 degradation

.. p53 stabilization

and either senescence or death in cells with a preserved p53 pathway
[3,4.9]. This adds oncogenic pressure for tumor cells to abrogate their
P53 signaling [4].

3. Abnormalities in the p53 pathway highly differ among malignan-
cies of B-cell origin

B-cell malignancies were classified according to the 2008 WHO clas-
sification | 10], Abnormalities involving genes of interest were restricted
to genomic alterations: under or overexpression data were not taken
into account because data were not available for all malignancies, or dif-
ficult to interpret by the lack of information in the respective normal
counterpart, or involved too few samples. We first analvzed incidence
of abnormalities in each gene for all malignancies, see Table 1 and Fig, 2.

RAS mutations { detected by Sanger direct sequencing, Whole Exome
Sequencing [WES], Whole Genome sequencing [WGS] or targeted
resequencing [-NGS|} are very rare in most lymphoid malignancies as
they particularly cluster in B-Acute Lymphoblastic Leukemia (B-ALL)
and in neoplasms of memony plasma cell origin i.e., in Multiple Myelo-
ma (MM}, primary and in secondary Plasma Cell Leukemia (sPCL,
pPCL). Regarding Hairy Cell Leukemias (HCL). no RAS mutations were
found, but BRAF, whose protein is downstream in the MAPK pathway,
is almost always mutated in this malignancy [11).

MYC overexpression is related to recurrent duplications, transloca-
tions (with either super enhancers [i.e., with IgH promoters, FOXO3,
ete.], conventional or unknown partners). MYC abnormalities have
been investigated through karyotype, FISH analysis [locus 8q14].
array-comparative genomic hybridization [a-CGH), SNP-array and
Quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments [QMPSF]).
MYC overexpression related to genomic alterations is frequent (> 10%)
in 6 out of 14 B-cell malignancies i.e., in B-Prolymphocytic Leukemia
vB-PLL}, Mantle Cell Lymphoma [MCL}, Burkilt Lymphoma [BL], MM,
pPCLand in sPCL. Regarding Burkitt Lymphoma (BL), MYC abnormalities
are part of diagnosis in classical cases. PCLs harbor a particularly high
rate of MYC deregulation. Altheugh a few cases have been assessed, it
appears that B-PLL displays the highest incidence of MYC abnormalities
apart from BL, ==
SNP-Al'ray_E;__tectinn, a-CGH, OMPSF, multiplex ligation-dependent
probe amplification [MLPA]), as an indirect regulator of the interaction
between MDM2 and p53. is found in 4 out of 13 malignancies (B-ALL,
MCL, MM and DLBCL { Diffuse Large B Cell Lymphoma) ] without partic-
ular unbalanced distribution among the cell of origin classification
(C00) [10],

MDM2 gain (evaluated by a-cGCH, SNP-array, karyotype [tri(12)]
and/or FISH analysis [12q15]) is found with a low incidence [3-12%)
in 8 out of 13 malignancies i.e., MCL, MALT (Mucosa-Associated Lym-
phoid tissue lymphomas), SMZL (Splenic Marginal Zone Lymphomas?,
FL (Follicular Lymphoma), BL, CLL (Chronic Lymphocytic Leukemia),
WM (Waldenstriim Macroglobulinemia) and MM,

ATM deletion {idenrified by FISH analysis [locus 11922-q23), SNP-ar-
rays, a-CGH, karyotypic findings, QMPSF, MLPA, and WES), is frequent
v=10%) in 3 out of 12 malignancies i.e., B-ALL, MCL, CLL, DLBCL, MALT,
SMZL, WM and MM, is particularly high in MCL, DLBCL and CLL

AT mutations [detected by WS, WES, direct sequencing or t-NGS)
are present in 6 out of 12 malignancies {ALL MCL, CLL, DLBCL, HCL and
PCL) and are highly frequent in MCL {40%). A simultaneous assessment
of ATM deletion and mutation showed that deletions in the ATM locus
were found in 24% to 100% out of the mutant cases, indicating a bi-allelic
loss of function of ATM, which is in line with its “tumor suppressor”
status,

TP53 deletion (analyzed by FISH[17p13], karyotype and SNP-arrays,
a-CGH. WGS and WES) is widely found in 8 out of 14 malignancies
¢=10%) and is present in =50% of B-PLL and sPCL cases.

TP53 mutations {evaluated by direct sequencing, WES, WG5S, t-NGS)
are found in 10 out of 14 malignancies and are particularly frequent in
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B-PLL, BL, HCL and PCLs, TP53 mutations and deletion are strongly asso-
ciated within malignancies {especially in B-ALL, B-PLL, DLECL, CLL and
MM), sugzesting a particularly strong inactivation of the p53 pathway
in these particular entities.

We next analyzed abnormalities distribution among each COO
group of malignancies, In the preB/unclassified group, B-PLL has a very
high incidence of MYC and TP53 abnormalities. B-ALL displays a signifi-
cant abnormality incidence in oncegenes, regulators and TP53 itself. In
the pre-GC group, MCL displays abnormalities in all genes except RAS.
CLL has a significant rate of mutation and/or deletion in both ATM and
TPa3,

In the GC group, DLBCL is the most allected histology when consid-
ering every type of abnormality. Considering the DLBCL subtypes ac-
cording to COO (GC vs non-GC/Activated B-Cell [ABC], the first being
associated with more Bel-2 and Myc deregulations while the latter is as-
sociated with more Bcl-6 deregulations [12,13]), non-GC/ABC have a
frequent loss of ARF (30% ) compared to GC [4%), while MDM2 gain is as-
sociated with the GC phenotype (12.5% vs () [ 14,15]. Considering FL,
mast of TPS3 abnormalities are associated with disease transformation
and reflect a more aggressive phenotype in line with “high grade” { rath-
er than indolent) lvmphomas [16].

In the post-GC group, most of malignancies (WM, FL, MALT and
SMZLY do not harbeor frequent abnormalities (= 15% of patients) in any
genes, and the most lrequent abnormality incidence involves TP53 itsell
HCL harbors a permanent BRAF mutation and a significant mutation rate
in the TP53 gene only (26%) but without an associated deletion.

The plasma cell group (MM, PCL) is characterized by a high rate of
both oncogenic abnormalities [RAS, MYC) and TP53 abnormalities
{PCL). Compared to MM, PCLs display a decreased rate in ARF and
MDM2 incidences while an increased rate in both ATM and TP33 genes.

In summary, B-FIL, MCL, DLBCL and PCLs display a high incidence of
mutation/deletion of ATM and/or TP53. These four malignancies are
known to have a poor response rate and an impaired overall survival.

4. Cell of origin classification and Multiple Factorial Analysis of p53
pathway abnormalities overlap

To provide a global representation and note all correlations between
variables, a Multiple Factorial Analysis { MFA) on the rate of abnormali-
ties was performed [17], MFA is an extension of Principal Component
Analysis [PCA) used for analysis of grouped variables, We thus defined
2 groups of variables, oncogenes and [UMOr sSUppressor Zenes.

Fig. 3A and B represent the projection of the variables on plane 1
(Dim 1 N Dim 2) and plane 2 (Dim 1N Dim 3 ). The vectors are fairly rep-
resented when they are well projected on the plane, i.e., near the corre-
lation circle, If two vectors are well projected along the same axis they

are consicdered to be associated, conversely if they are orthogonal vec-
tors, they are independent.

4.1. Asspciation between p53 pathway hits and MFA planes details

Approximately 71.5% of the information held by the 8 abnormalities
:@de{ EHI:H‘ ﬂdﬂ: ﬂrnurl ﬂm{s’ JWDMEHL“;". wafﬁ and Em&r]
is explained by the first 3 dimensions of the MFA. Dimensions 1,2, 3 ex-
plain 32.2%, 23.7%, and 15.6% of the variation held by the abnormalilies,
respectively. As show in Fig. 3A, TP53 mutation and TP53 deletion corre-
late well together and participate to the construction of this Dim 1 axis.
MDM2 gain is inversely correlated to TP53 mutation. Regarding dimen-
sion 2, ATM status and ARF loss segregate together, being well projected
and independently of MDM2, TP53, RAS and MYC statuses. As shown in
Fig. 3B (2nd plane}, MYC gain, RAS mulation and TP53 mutation built
up the 3rd axis. While RAS mutation isn't associated with TP33 status,
MYC gain is associated with P53 mutation,

4.2, Distribution of p53 pathway hits amaong B-cell malignancies and asso-
ciation with survival

In Fig. 3A, TP53 mutation, TP53 loss, and to a lesser extent RAS muta-
tion and MYC gains are inversely related with 3-year overall survival
rates. In Fig. 3C, the entities are projected according to their coordinates
in dimensions 1 & 2. An unsupervised ascendant hierarchical clustering
was performed on the MFA coordinates (5 dimensions) of all but B-PLL
malignancies, Of note, they mainly but imperfectly cluster according to
their COO classification, especially for pre-CC, post-CC and PCL malig-
nancies. BL and MM are isclated regarding their p53 dysregulation mo-
tifs and MYC abnormalities, they don’t cluster with any other histology.
B-PLL, which did not take part of the clustering set-up and was
projected after, is isolated, being the sole entity with very high level of
both TP53 abnormalities and MYC gain. In Fig. 3D, the entities are
projected according to their coordinates in dimensions 1 and 3 and
are colored according to the previous ascendant hierarchical clustering
results. This latter projection separates entities according to their MYC
and RAS status, especially MM and BL. Malignancies with #AS abnormal -
ities, which are found in histologies negative for BCR expression, segre-
gate together on the upper right part of the individual factor map (Fig.
3D).

5. Summary and future directions

While many efforts have been made to uncover TE53, MYC, and ATM
abnormalities, far less has been dene to understand their regulation and
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Fig. 3. A-B. Correlation circle of the first and second planes in the Multi Factorial Analysis. MFA is a multidimensional reduction strategy (based on PCA) for grouped sets of variables
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obtain new and uncorrelated variables [ Le., principal components ar dimensions), these latter having a decreasing varance for ecach new component i.e. the very first components
will resume most of the vardance of the full matrie. This strategy sums the information in a concise fashion, a few new vardables representing the whole data ser. A regularized iteratve
MFAPCA was used w impute the missing variables rather than atributing the defaulc mean value, not 1o indwece bias in axis constrections [40]. B-FLL was not included in the
dimension construction because of the lack of many data The Ave-vear survival rate was projected afterward, independently of the construction of the axes, MYC, TPS39%, TPS3™9 RAS
and survival rates are correlated with the 15t dimension (correlation coefficients of 067, 0.7, 06, 076 and — 0.8, respectively]. ATR%! ATM™ and ARF™ rates are correlated with the
2nd dimension [ correlation coefficients of 0.71, 0.85 and D.79). RAS mutation rate correlated with the 3rd dimension { correlation coefficient of 0.62). C. Representation of the
individual factor map amd clustering on frst plan. MEA compenents coordinates of the dilferent entities were used to construct an ascendant hierarchical clustering with complete
linkage of Euclidian distance. The number of clusters was selected according to Inertia gain and consolidated by k-means. The colors are related to the hierarchical clustering
procedure. The classification was conducted without B-PLL and B-FLL point was projected afrer axes construction. D. Representation of the individual factor map and cluscering on the
dimensions 1 and 3. These two dimensions enable for a becter separation of M1 and BL, especially regarding their RAS status.

with TP53 abnormalities, while RAS and MYC abnormalities were absent
in some malignancies, OF note, abnormalities reported in our review are
minored by not taking into account epigenetic modifications, for in-
stance ARF promaoter hypermethylation in DLBCL, or TP53 promater
hypermethylation in CLL [14,18], Our MFA analysis notes that MYC
and TP53*™ were associated, suggesting that MYC pressure favors

p53 pathway abrogation. However, this association was not found in

dysregulation or the implications of other abnormalities on the ph3
pathway, either upstream or downstream of the p53 protein,

If p53 pathway interruption by TP53 mutations is a major dominant
event severely impacting prognosis, several other alterations of the
pathway, such as RAS mutations, MYC copy number abnormalities

roles. As reported in Fig. 2 and Table 1, every entity was embedded
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MM that displays a high MYC but a low TP53 incidence {incidence of
TP52 abnonmalities increases during MM transition into sPCL). Never-
theless, loss or gain of ARF and MDMZ might substitute for the lack of
TrPa3 loss of function in this entity. This significant MYC/TP53 association
was also found in human carcinoma, whatever their tissue origin, and
appears to be “universal” in human cancer cells [19). Across the histolo-
gies, MYC and TP53 abnormalities are inversely associated with the
overall survival rate at 5 years, reflecting aggressiveness of such histol-
ogies with MYC and/or TPS3 deregulations, OF note, these results are
reminiscent of alteration of p53 pathway in the Ep-Myc mouse model
of lymphoma [20], and suggest that Myc is a major potent target in ag-
gressive human B-Cell malignancies. A recent publication identified that
inhibidon of Aurcra kinase A is efficient in reducing Myc expression and
inducing cell death, especially in p53-deficient liver cancer cells [21]. If
these findings are confirmed in other malignancies and in a large num-
ber of patients or cell lines, they would appear to be of particular interest
for malignancies such as B-PLL and sPCL The MYC, TP53 and survival as-
sociation was clearly not found in BL, which has a very good outcome
despite high rate of both MYC and TP53 abnormalities. By contrast to
the other malignancies, M¥C deregulation in BL is the unique abnormal-
ity driving the emergence of Burkitt lymphoma, which might be favoread
by TP53 mutation, in a context of a global normal karyoty pe. This excep-
tion suggests that simultancous deregulations in MYC and TF52 genes
are not the enly responsible actors of adverse outcome.

RAS mutations were also both associated with TP53 abnormalities
and with survival (inversely}. The malignancies harboring RAS, 1153
and MYC abnormalities are PCLs, which have the waorse survival
ameng B-cell malignancies. Cells harboring KRAS activating multations
weare reported to be addicted to the NF<E pathway and thus to be par-
ticularly sensitive to MFsB inhibitors [22]. Bortezomib, the first clinical
proteasome inhibitor that can inhibit the MFRsB pathway, is highly effi-
cient against MM and MCL Two clinical reports recently assessed pa-
tient response to bartezomily with regard to RAS mutations in MM |23,
24|. Although it is difficult to provide a definitive cenclusion regarding
RAS murations and responses to bortezomib, we can underline that
some patients with BAS mutations had a good response rate upon re-
treatment with hortezomih, Strikingly, RAS mutations only ocour in
three malignancies, all of which are characterized by a laclk of BCR {B-
ALL, MM and PCLs) [25]. This might suggest that RAS mutations could
provide a substitution signaling for tonic/chronic BCR signaling, which
is absent in these malignancies. HCLs are affected by BRAF***€ mutation
in almost all cases. Although Raf and Ras contribute to the MAPK path-
way activation, we cannot consider that BRAF and BAS gain of functions
are fully identical, Indeed, Ras signaling does not only involve RafMAPK
pathway, but also PI3K/Akt and PLC (AKT and Ca™ ™ signaling) [26].

MDM2 overexpression is of particular interest for targeted therapies
as it is a pharmacological target [27). Indeed, several MDM2/p53 inter-
action imhibitors are under clinical investigation, yet in solid and hema-
tological tumors such as MM, Targeting MDM2 in DLBCL and MM
should be of interest as MDM2 is overexpressed in both pathologies de-
spite a lack of chromosomal abnormalities [28-30]. An alternative p53/
ubiquitin-related regulator such as USP7 might also be of interest in p53
ndive malignancies, several USP? inhibitors being under development.

Regarding p33 deficient cells, several strategies might be applied. On
the one hand, drugs inducing DMNA damage are known not to be highly
efficient in cells harboring many abnormalities in the DNA damage re-
sponse pathway but their combination with inhibitors of DNA repair is
highly efficient in vitro |31]. Indeed, targeting critical proteins involved
in p53-independent DNA repair in combination with DNA damaging
drugs might be of particular interest for pathologies with frequent
P53 abnormalities, which embodies the concept of “synthetic lethali-
ty", Of note, it was recently reported that p53 represses the Fanconi ane-
mia DNA repair pathway (after interstrand cross-linking damage ),
making it a major target in p33-deficient diseases [32]. On the other
hand, strategies that aim to induce p53-independent cell death are of
major interest. The so-called “p53-reactivating drugs”, which were

initially described as p52 mutant reactivating molecules, could be effi-
cient in TP52 abnormal cells as their efficacies are p53-independent. In-
deed, the small molecules RITA and PRIMA-1M=, which efficiently kill
tumor cells, target the p53-independent DNA repair pathway and gluta-
thione synthesis, respectively [33.34]. Another strategy is to bypass the
p53 pathway by directdy targeting either mitochondrial priming or glu-
tathione metabolism using BH3-mimetics {e.g., Venetoclax [35-37]) or
thioredoxin reactive molecules [38], respectively. The last emerging ap-
proach is the targeting of the associated deficiencies in p53 and type [
IFN pathways in tumaors by oncolytic viruses such as the vaccine strain
of Measles Virus ([39]).

These alternative new treatments could be of interest in pathologies
with frequent TP53 deficiencies such as MCL, B-PLL or PCLs.

In conclusion, deep knowledge of hits in the p53 pathway for each
malignancy allows the identification of therapeutic vulnerabilities, in-
cluding in p53-deficient cells, that could be targeted with novel drugs
or new drug regimens.

Research Agemnda

- Improve the knowledge in the B-PLL p53 pathway hits
- Perform a systematic screen of the p53 pathway actors in patients’
samples

Practice Points

- Deubiquitinases status should be investigated in newly diagnosed
patients with wild-type TP53

- Myc inhibition drug development is warranted, MYC dysregulation
appearing as an early and driver event,

- p53-pathway by-passing strategies may lead to high response rate,
disregarding p53 pathway abnormalities accumulation.
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Article 2. Human myeloma cell lines display mutations related to myeloma patients
at relapse and harbor major hits in the DNA repair

Tessoulin et al, Soumis
Résumé :

Les lignées humaines de myélome multiple (HMCLSs) sont largement utilisées pour la
recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le MM. Cependant, si les
HMCLs sont représentatives de la diversité cytogénétique des patients, elles ne la
recouvrent pas totalement, en particulier les clones hyperdiploides purs n’existent pas.
Nous avons réalisé le séquencage des exons de 33 HMCLs, établies au cours des 50
derniéres années dans une douzaine de laboratoires internationaux. En absence
d’ADN non-tumoral une stratégie de filtre, en particulier basé sur I'ethnicité, a été
réalisée permettant de réduire drastiguement le nombre de variants par lignée (307 a
916 / lignée). Les mutations faux-sens sont les plus fréquentes (92%) et TP53 est le
gene le plus altéré (67%). Les anomalies bi-alléliques touchent les génes de régulation
du cycle cellulaire (RB1, CDKN2C), de la voie NFkB (TRAF3, BIRC?2) et de la voie p53
(TP53, CDKN2A). La proportion d’invalidation par mutation/délétion dans les HMCLs
est similaire a celle des patients pour certains genes comme DIS3, PRDM1 ou KRAS,
alors que d’autres sont beaucoup plus impactés dans les HMCLs (TP53, CDKN2C,
NRAS, PRKD2). Compte-tenu du faible nombre de patients porteurs de PCL
séquencés a ce jour, nous n'avons pas pu confronter notre modele HMCLs aux
données de ces patients, dont nous supposons cependant qu’ils se rapprochent le
plus, au vu de leurs transcriptomes respectifs. Au sein des voies de signalisation, la
voie MAPK est la plus altérée (82% des HMCLS), principalement par des mutants de
RAS. De facon inattendue, les HMCLs présentent de trés nombreuses anomalies
génomiques des genes régulant I'épigénétique (73%) et de ceux de la voie de 'anémie
de Fanconi (54%), tandis que peu d’anomalies concernent la machinerie apoptotique.
Nous mettons en évidence les liens d’association/exclusion entre différents mutants,
entre autres dans les voies MAPK et p53, ainsi que dans la régulation chromatinienne.
Finalement, nous avons combiné les données d’expression génique, de
mutations/délétions et de réponses aux drogues, mettant en évidence la dépendance
de certains traitements a des activités biologiques, ainsi que les possibilités de

contournement des anomalies.
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