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INTRODUCTION

| - Le myélome multiple

A - Définition, caractérisation et prévalence

Le myélome multiple (ou MM) est une tumeur hématologique, caractérisée par la
survie et la multiplication anormales de plasmocytes, généralement dans la moelle osseuse.
Cette accumulation anormale de plasmocytes tumoraux conduit a un pic monoclonal
d’immunoglobulines (lg) dans le sang. Ce pic est détectable par électrophoréese des protéines
sanguines et I'accumulation de ces immunoglobulines provoque une insuffisance rénale. La
multiplication des cellules tumorales au détriment des cellules médullaires saines conduit
guant a elle a une anémie et une immunodépression. Un des principaux critéres de
diagnostic est la lyse osseuse provoquée par les cellules tumorales. En effet, cette lyse
osseuse s’accompagne souvent de douleurs osseuses, augmente les risques de fractures
spontanées et libére du calcium qui, en raison de l'insuffisance rénale va s’accumuler en
hypercalcémie, ce qui constitue deux autres criteres de diagnostic. De maniére générale, le
diagnostic de MM symptomatique doit remplir les critéres du « CRAB » (pour Calcium level,
Renal dysfunction, Anemia, Bone lesion) réunissant ces diverses atteintes (Rajkumar et al.,
2014). Avec une incidence annuelle de 5,6 cas pour 100 000 habitants dans les pays
occidentaux, cette pathologie représente 1 % des cancers environ et 2 % de tous les déces
par cancers, constituant de ce fait le second type de tumeurs hématologiques en nombre,

derriere les lymphomes non-hodgkiniens.



De méme que ces derniers, le myélome multiple est principalement une pathologie
du sujet agé, avec un age moyen de 67 ans au diagnostic, et touche d’avantage les hommes
gue les femmes.

Durant la derniere décennie, un grand nombre de nouvelles approches
thérapeutiques a été testé (Anderson, 2016). Ces tests ont conduit a l'utilisation de
nouveaux médicaments, tels que les inhibiteurs du protéasome ou les IMID (Brenner et al.,
2008; Kumar et al., 2008; Turesson et al., 2010). Ces nouveaux médicaments ont permis une
augmentation de la qualité de vie et de I'espérance de vie des patients, celle-ci dépassant
parfois dix ans. Ce qui transforme ce cancer en maladie chronique, en particulier chez les
patients les plus jeunes. Néanmoins, cette maladie demeure incurable et une grande

disparité existe entre les patients vis a vis des réponses obtenues.

B - Oncogenese et développement de la maladie

1 - Al'origine de la cellule de myélome, le plasmocyte

Les plasmocytes sécréteurs d’anticorps constituent [|'étape ultime de |Ia
différenciacion lymphocytaire B. Cette derniere étape peut étre le fruit d’une confrontation
avec un antigéne entrainant sa différenciation immédiate. Mais cette différentiation peut
aussi impliquer le passage par un centre germinatif associé une hypermutation somatique et
a une commutation isotypique, permettant une augmentation de I'affinité de I'lg pour son
antigene. Dans le premier cas, le plasmocyte sera a courte durée de vie et sécretera des Ig

de type M, dans le second, il sera a longue durée de vie et sécretera des Ig de type G, A.
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Les cellules de MM sécretent des Ig de type G ou A présentent des mutations dans
les séquences hypervariables des chaines lourdes des Igs témoignant de commutation
isotypique et d’hypermutation somatique, et ce, de facon stable au décours de la maladie,
ce qui suggere que la cellule de MM provient de la transformation tumorale d’un
lymphocyte B au stade post-germinatif ou d’un plasmoblaste (Bakkus et al., 1992; Vescio et
al., 1995).

L'origine de la cellule transformée, lymphocyte B post
germinatif/plasmoblaste/plasmocyte, est toujours sujet a débat (Chiron et al., 2012; Johnsen
et al., 2016). Ce débat est néanmoins important, car identifier et cibler le réservoir tumoral
non plasmocytaire pourrait mener a la guérison des patients. Une grande part de 'origine du
débat tient au phénotype, en particulier I'expression des CD19, CD38, CD138, des cellules
capables de générer des tumeurs in vitro ou in vivo. Les plasmocytes normaux et tumoraux
surexpriment les marqueurs CD38 et CD138 mais sous expriment le CD19 par rapport aux
lymphocytes B (Bataille et al., 2006; Rawstron et al., 2008) : I'expression du CD138 est
acquise trés tardivement, aprés le stade plasmoblastique (Jego et al., 2001). L'équipe de
Brigitte Sola a montré que la sénescence induit une plasticité du phénotype (plus proche des
lymphocytes B que des PCs) des cellules de lignées de MM et que les cellules sénescentes
sont tumorigénes (Cahu et al., 2012). Le débat est complexifié par la perte de |'expression
membranaire du CD138 lorsque les cellules entrent en apoptose (Jourdan et al., 1998).
Comme le propose Johnsen dans sa revue récente, les analyses a I'échelle de la cellule
isolée, analyses dites « single cell », permettront peut-étre de clore ce débat et de pouvoir

cibler avec certitude le réservoir tumoral.
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2 - Un cancer précédé d’un stade pré-malin, le MGUS

Le myélome multiple évolue toujours depuis un stade pré-malin, la Gammopathie
Monoclonale de Signification Indéterminée (MGUS pour Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance) qui est caractérisée par un pic monoclonal d’lg et un faible
envahissement de PC dans la moelle osseuse (Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009). Les
cellules de MGUS sont des plasmocytes monoclonaux localisés dans la moelle osseuse qui
présentent des anomalies cytogénétiques (translocations chromosomiques impliquant le
locus 14932) qualifiées de primaires car elles sont retrouvées tant dans les cellules de MGUS
gue dans les cellules de MM.

Les patients au stade MGUS ont une probabilité de transformation en myélome
multiple de 1 % par an. Cette faible probabilité fait que la majorité des MGUS n’évolue pas
en MM, le MM étant diagnostiqué chez des patients qui ont un 4ge moyen de 65-70 ans.
Pour avoir lieu, la transformation nécessite la survenue d’anomalies chromosomiques

supplémentaires, dites « secondaires », en particulier des mutations de RAS (figure 1).
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Figure 1 : Le MM évolue a mesure que s’accumulent les anomalies (Repris depuis Sirohi and
Powles, 2004).

3 - Le myélome indolent

Le myélome peut étre dans un premier temps asymptomatique (myélome indolent
ou SMM pour Smouldering Multiple Myeloma), restant alors principalement intra-
médullaire. Cet état de myélome indolent est différencié du stade MGUS par un pic sérique
d’immunoglobuline monoclonale plus important (supérieur a 30 g/l de sérum) et/ou par une
plasmocytose médullaire plus importante (supérieure ou égale a 10 %). Ce stade de
myélome indolent a un risque d’évoluer en myélome multiple symptomatique de 10 % par
an pendant les 5 années suivant le diagnostic. Passées ces 5 premiéres années, les risques
d’évolution en myélome symptomatique redeviennent de 1 % par an pendant les dix années

suivantes (Kyle et al., 2007).
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4 - Myélome multiple symptomatique

Si évolution il y a, le diagnostic de myélome multiple se fait a partir des critéres
précédents (pic sérigue d’immunoglobuline monoclonale et plasmocytose médullaire
supérieure a 10 %) couplés a au moins une manifestation clinique (hypercalcémie, atteinte
rénale, anémie, lésion osseuse...). En d’autres termes, seules les manifestations cliniques
distinguent le myélome multiple du myélome indolent. Aussi le traitement des patients au
stade de myélome asymptomatique, basé en particulier sur la détection de biomarqueurs
spécifiques des forts risques d’évolution, est une piste de recherche visant a une
amélioration de la prise en charge de la maladie (Rajkumar et al., 2015). Au fur et a mesure
de I'avancée de la maladie, les anomalies secondaires vont s’accumuler et potentiellement

influencer le pronostic et la réponse aux traitements (Fonseca et al., 2014).

5 - Stade ultime de la maladie et établissement de lignées

Depuis un développement intra-médullaire, les plasmocytes sont susceptibles
d’envahir le sang, ainsi que d’autres compartiments (plevre, liquide céphalo rachidien) et de
transformer le myélome en leucémie a plasmocytes (ou PCL pour Plasma Cell Leukemia).
Cette PCL peut présenter une plasmocytose sanguine supérieure a 20 %, ce qui correspond
au stade le plus agressif de la maladie, qui n’est néanmoins atteint que par 2 a 4 % des cas
de MM. Si la PCL est une évolution du MM préexistant, elle est qualifiée de secondaire,
tandis que si elle concomitante au diagnostic de MM, elle est qualifiée de primaire. Dans les
deux cas, ce stade est associé a une faible espérance de vie ainsi qu’a une forte résistance

aux traitements (Gonsalves et al., 2014).
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Principalement a partir de PCL, les laboratoires ont réussi a obtenir de fagon
reproductible des lignées de myélome multiple (ou HMCL pour Human Myeloma Cell Lines)
(zhang et al., 1994). L’étude du Gene Expression Profiling (ou GEP) des lignées de MM a
montré que les lignées étaient représentatives, bien qu’imparfaitement, de la diversité
génomique du MM (Moreaux et al., 2011). Imparfaitement car, par exemple, le sous-groupe
hyperploide n’est que peu représenté dans les lignées bien qu’au moins trois lignées

hyperdiploides aient été établies (Vatsveen et al., 2009, 2016).

C - Anomalies génétiques du myélome multiple

1 - Anomalies primaires

Comme dit précédemment, les anomalies cytogénétiques primaires sont présentes
dés le stade pré-malin. Plus la maladie évolue, plus les anomalies s’accumulent. Néanmoins,
les anomalies cytogénétiques primaires sont acquises initialement, sont stables et se
retrouvent jusqu’au stade de PCL. Toutes ces anomalies cytogénétiques n’ayant pas la méme
valeur pronostique, I'étude des anomalies est un enjeu en vue d’une prise en charge
appropriée et prédictive. Depuis 2009, l'international Myeloma Working Group (IMWG)
classe les patients atteints en deux catégories: Les hyperploides (h-MM), les non
hyperploides (hh-MM)(Fonseca et al., 2009, 2014).

Le groupe des non-hyperploides s’articule principalement autour des translocations
illégitimes « IgH » (Immunoglobulin Heavy locus). Celles-ci se classent en trois catégories
principales : les translocations dites « cycline D », les translocations « MMSET » et les

translocations « MAF ».
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Quelle que soit la translocation, le MM se caractérise par une dérégulation — directe
ou indirecte — des cyclines D1, D2 ou D3. Dans ces MM, le niveau d’ARNm d’au moins une
de ces cyclines D des plasmocytes tumoraux est supérieur a celui des plasmocytes normaux
(Bergsagel and Kuehl, 2003; Bergsagel et al., 2005; Hideshima et al., 2004). L’association de
ces cyclines avec la Cyclin-Dependant Kinase 4 (CDK4) et la Cyclin-Dependant Kinase 6
(CDK®6) va conduire a la phosphorylation de la protéine Rb, ce qui conduit a son inactivation.
Cette inactivation permet la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire,

conduisant a une prolifération cellulaire.

a - Hyperploidies

Les hyperploidies (h-MM) concernent environ 45 % des patients atteints de MM et
correspondent a un nombre de chromosome compris entre 48 et 75 chromosomes (Carrasco
et al., 2006). Comme toutes les anomalies primaires, elles sont présentes deés le stade MGUS
et identifiables par aCGH (array based Comparative Genomic Hybridization). Il s’agit de
I"'accumulation de multiples trisomies, concernant tout particulierement les chromosomes
impairs avec, par ordre décroissant de fréquence, des trisomies des chromosomes 15, 9, 5,
19, 3, 11, 7, 21. Toutes ces trisomies n’ont pas le méme impact sur I’évolution de la maladie.
Les trisomies des chromosomes 3 et 5 sont associées a un meilleur pronostic et, au
contraire, les trisomies du chromosome 21 sont associées a une plus faible espérance de vie
(Chretien et al., 2015). Dans I'ensemble, les hyperploidies ne sont pas par elles-mémes
considérées comme un mauvais facteur pronostique.

Ces hyperploidies présentent une trés faible prévalence de translocations IgH et

meénent a une dérégulation directe de la cycline D1 mais avec une plus faible expression

qu’en cas de translocation.
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b - Non-hyperploidies

Les MM non hyperdiploides (nh-MM) correspondent le plus souvent a des
translocations entre le locus du géne IgH — plus précisément au niveau de la région switch —
situé sur le chromosome 14 (14qg32) et I'un des six partenaires récurrents. Ceux-ci sont les
chromosomes 4, 6, 11, 12, 16 et 20. Ces translocations sont associées a de plus grands
risques de progression de la maladie : retrouvées dans 46 a 48 % des MGUS et SMM, elles
sont détectées dans 55 a 73 % des MM intra-médullaires, 85 % des PCL pour enfin atteindre
plus de 90 % des HMCLs (Fonseca et al., 2002; Kuehl and Bergsagel, 2002; Moreaux et al.,

2011). Toutes sont identifiables par GEP ou Gene Expression Profiling.

Translocation « cycline D »

La translocation t(11;14)(g13;932) représente 15 a 20 % de tous les MM et consiste
en une recombinaison entre la zone switch du gene IgH et le géne de la cycline D1 sur le
chromosome 11. La t(6;14)(p21;932) consiste quant a elle en une recombinaison du géne
IgH avec celui de la cycline D3 et représente 5 % de I'ensemble des MM (Sawyer, 2011;
Stewart and Fonseca, 2005). Ces deux recombinaisons conduisent a une dérégulation directe

de ces cyclines, responsable d’une prolifération cellulaire anormale.
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Translocation MMSET :

Dans 15 % des MM est retrouvée la translocation t(4;14)(p16;932) qui consiste en
une recombinaison illégitime entre le géne IgH et I'extrémité télomérique du bras court du
chromosome 4. Associée a un mauvais pronostic, cette translocation differe des autres car
deux genes sont dérégulés : le géne FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) et le géne
MMSET (pour Multiple Myeloma SET domain aussi nommé WHSC1 pour Wolf-Hirschhorn
Syndrome Candidate 1 ou encore NSD2 pour Nuclear Receptor Binding SET Domain Protein
2). Le géne NSD2 code pour une protéine de la famille des histone méthyl-transférases
tandis que le géne FGFR3 code pour le récepteur d’une tyrosine kinase.

Si ces deux génes sont dérégulés, les deux ne semblent pas avoir le méme réle dans
I'oncogéneése. Plusieurs études tendent a montrer que le géne NSD2 est plus impliqué dans
I'oncogénése que le géne FGFR3 (Min et al., 2013a; Mirabella et al., 2013). Ainsi, si la
surexpression du gene FGFR3 est perdue pour 30 % des patients t(4 ;14), celle de NSD2 est
présente chez tous et apparait nécessaire a la prolifération, a I'inhibition de I'apoptose et a
I’adhéRENCE cellulaire. Plusieurs mécanismes ont été proposés, incluant un remodelage de
la chromatine, une augmentation du niveau de c-MYC ou I'action d’un microARN (Martinez-

Garcia et al., 2011; Min et al., 2013b).
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Translocations MAF

La translocation t(14;16)(q32;923) représente 5 a 10 % MM et mene a la
dérégulation de c¢-Maf (pour musculoaponeurotic fibrosarcoma). La translocation
t(14;20)(g932 ;q11) représente quant a elle moins de 5 % des MM et conduit a la
dérégulation de MAFB. C-MAF et MAFB, les protéines respectivement codées par ces génes,
sont des facteurs de transcription impliqués dans la prolifération cellulaire, I'adhérence aux
cellules stromales et I'acquisition de la chimiorésistance (Hurt et al., 2004a). Dans le cadre

du MM, ces translocations provoquent une dérégulation de la cycline D2 (Hurt et al., 2004b).

2 - Anomalies cytogénétiques secondaires

Les anomalies cytogénétiques primaires sont souvent mutuellement exclusives,
stables au décours de la maladie (depuis le stade pré-malin jusqu’a la PCL), partagées par
I’ensemble ou la grande majorité des cellules tumorales et insuffisantes pour conduire a un
stade tumoral malin. Il en va autrement pour ce qui est des anomalies secondaires. En effet,
celles-ci sont a l'origine de I’évolution vers le MM. Elles apparaissent progressivement,
s’accumulent et ne sont pas nécessairement partagées par I'ensemble des cellules
tumorales. Elles sont également plus nombreuses et plus diverses, pouvant correspondre a
de nouvelles anomalies chromosomiques (délétions, amplifications, translocations) ou a des
mutations ponctuelles. Elles peuvent également étre des dérégulations épigénétiques
incluant des modifications de la méthylation de I’ADN, de la compaction de la chromatine
(Martinez-Garcia et al., 2011) - en particulier dans le cas de la translocation NSD2 (Kuo et al.,

2011) — ou encore a de I'expression de miRNA (Saki et al., 2014).

19



Ces anomalies vont apparaitre progressivement dans certaines cellules tumorales.
Elles sont susceptibles de fournir des avantages aux cellules en question, leur permettant —
par exemple — de mieux résister aux traitements. Elles vont donc définir des clones
tumoraux, sélectionnés par diverses pressions de sélection (incluant la concurrence des

autres clones tumoraux) selon un modele darwinien qui va conditionner I'aggravation de la

maladie (Bahlis, 2012) (Figure 2).

. " : Migration and
Competition selection for bone marrow niche i s
founder effect

Clonal advantage

Genetic lesions

Figure 2 : Le développement du MM suit un modeéle darwinien (Repris depuis Morgan et
al., 2012).

Ces anomalies peuvent étre identifiées en utilisant différentes approches, telles que
I’analyse par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), aCGH, analyse de SNP...En d’autres
termes, le développement des technologies de biologie moléculaire a été au coeur de la

découverte des criteres pronostiques du MM.
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a - Monosomie ou délétion du chromosome 13
Il s’agit d’'une monosomie du chromosome 13 dans 85 % des cas ou d’au moins une
délétion partielle du bras court, généralement au niveau du locus 13g14. C'est une anomalie
trés fréquente, que I'on retrouve dans environ la moitié des MGUS (Fonseca et al., 2002).
Cette monosomie induit une perte d’hétérozygotie du géne RB1 codant pour la
protéine Rb qui régule I'entrée en phase S, cible du complexe Cycline D/Cyclin-Dependantes
Kinases. Néanmoins, les effets de cette anomalie restent soumis a controverse (Van Dyke et

al., 2010).

b - MYC, cible de dérégulations

MYC est un proto-oncogene et la protéine pour laquelle il code joue le réle de facteur
de transcription impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. Situé au niveau du locus 8g24
(bras long du chromosome 8) son géne est parfois impliqué dans des translocations. Ces
translocations ont une faible prévalence lors du stade MGUS, d’environ 15 % au début du
stade MM pour atteindre 90 % dans les HMCLs. Ces translocations, comme les translocations
« primaires », impliquent souvent le locus IgH et se retrouvent davantage dans les h-MM.
Cette translocation est impliquée dans la progression de la maladie ainsi que dans la
résistances aux drogues, en particulier aux agents alkylants comme le melphalan (Affer et

al., 2014; Chesi et al., 2008; Greco et al., 2006).
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¢ - Mutations de RAS

Les deux protéines de la famille Ras, N-Ras et K-Ras sont impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire, du cytosquelette ou encore de |'autophagie. Leurs genes
codants, NRAS et KRAS constituent des proto-oncogénes, mutés dans 40 a 55 % des MM sur
les codons 12, 13, ou 61 (contre 5 % des MGUS). Ces mutations sont associées a la
transformation des cellules de MGUS en MM (Rasmussen et al., 2005). Elles sont associées a
une résistance a la chimiothérapie et a la diminution de la dépendance des cellules a
I'interleukine 6 ainsi qu’a I'activation constitutive anormale de plusieurs voies de
signalisation, comme ERK (Extracellular Regulated Kinase), Akt (Ak strain transforming),
MTOR (mechanistic Target of rampamycin) et NF-kB (Nuclear Factor kappa B) (Billadeau et
al., 1995, 1997; Hoang et al., 2006; Hu et al., 2003). Au niveau clinique, les mutations de
KRAS en particulier étaient initialement associées a un mauvais pronostic. Des études
récentes semblent indiquer que Ras induirait une dépendance a NF-kB et les mutations de
RAS, en particulier de KRAS, pourraient réduire la sensibilité au bortezomib (Mulligan et al.,

2014; Smith et al., 2015).
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d — NF-kB, voie sur-activée dans le MM

La voie NF-kB est retrouvée anormalement constitutivement active dans environ la
moitié des cas de MM et est la conséquence de I'inactivation de répresseurs de la voie NF-kB
provoquée par des délétions chromosomiques et des mutations dont celles de TRAF3 (TNF
Receptor Associated Factor 3) et de c/AP1/2 (cellular Inhibitor of Apoptosis Protein) ou la
conséquence de [I'hyperactivation d’acteurs de cette voie provoquées par des
amplifications/translocations chromosomiques (touchant NFkB1, NFkB2 et NIK, pour NF-kB
inducing Kinase) (Annunziata et al., 2007; Demchenko et al.,, 2010; Keats et al., 2007).

L'influence de ces altérations de la voie NF-kB sur le pronostic reste néanmoins a élucider.

e - Deletion du bras court du chromosome 17

La délétion du bras court du chromosome 17, del(17p), ou plus précisément du locus
17p13, constitue 'anomalie secondaire associée au pire facteur pronostique avec une multi-
résistance aux traitements de chimiothérapie, et une survie significativement moindre des
patients (Avet-Loiseau et al.,, 2012). Cette anomalie n’est peu ou pas retrouvée au stade
MGUS et ne cesse de devenir de plus en plus fréquente a mesure que la maladie progresse
(Hebraud et al., 2015). Plus grave encore : la délétion du locus 17p13 pourrait favoriser
I’évolution vers des stades extra-médullaires de PCL (Fonseca et al., 2003; Thanendrarajan et

al., 2017; Weinhold et al., 2016).
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Ce locus porte le géne TP53 codant pour la protéine p53 bien connue en
cancérologie. Elle est impliquée dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires
(Farnebo et al., 2010). TP53 est le géne le plus fréquemment muté (50 % des cancers) et ses
mutations sont associées a une plus faible espérance de vie, une résistance accrue aux
traitements ainsi qu’a des formes plus agressives des tumeurs. Dans le MM, les mutations de

TP53 ne se retrouvent qu’en présence de la del(17p) (Lodé et al., 2010).

f - Les anomalies du chromosome 1, une anomalie secondaire fréquente
En plus d’étre fréqguemment impliqué dans les hyperploidies, le chromosome 1 est
touché par deux formes d’anomalies, toutes deux associées a une transition du stade MGUS
au stade MM. Elles touchent environ 1/3 des patients et sont associées a un mauvais

pronostic. Deux anomalies principales sont retrouvées :

Gain de plusieurs copies du bras long du chromosome 1 : ce gain part généralement
de la région péricentrométrique (Hanamura et al., 2006; Le Baccon et al., 2001; Sawyer et
al., 1998). Le mauvais pronostic pourrait étre la conséquence d’une surexpression de CKS1B
(Cyclin Kinase Subunit 1) impliqué dans la dégradation d’un inhibiteur du cycle cellulaire,
p27kip1. Mais par ailleurs, le bras long du chromosome 1 porte le géne codant pour MCL-1
(Myeloid leukemia Cell différenciation protein), une protéine dont la surexpression est un
facteur de mauvais pronostic, et I'IL-6R, ou Récepteur a l'interleukine 6 également présumé

comme oncogéne (De Veirman et al., 2015; Kim et al., 2011).
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Perte du bras court du chromosome 1: Cette délétion (dellp) est également
associée a un mauvais pronostic ainsi qu’au passage du stade MGUS au SMM, ce qui est
attribué a la perte de différents génes (Chiecchio et al., 2009; Hebraud et al., 2014; Li et al.,

2016).

g — mutations associées au MM

Si les translocations et anomalies du nombre de chromosomes sont considérées
comme des critéres de classification des MM, les mutations génétiques s’averent également
avoir une importance cruciale dans I'oncogénése et le pronostic du MM. Ainsi, en 2015,
I’équipe de Brian A. Walker a réalisé une étude par séquencage d’exome entier sur des
échantillons issus de 463 patients soumis a divers protocoles de traitement (Walker et al.,
2015). La cohorte de ces patients couvrait I'ensemble des anomalies cytogénétiques décrites
jusqu’ici (hyperdiploidies, translocations...). Cette étude a permis d’identifier les genes
fréqguemment mutés, la position de certaines mutations au sein de ces genes, la valeur
pronostique de ces anomalies ou encore les associations statistiques entre les diverses
anomalies cytogénétiques et les genes retrouvés mutés. Une quinzaine de genes avait ainsi

été retrouvée mutée.
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La voie RAS/MAPK était, comme décrit précédemment, la principale voie touchée par
des mutations. Ainsi, au moins un des genes KRAS, NRAS et BRAF était muté dans 43 % des
cas, sans valeur pronostique mais avec un possible role dans I’évolution de la maladie. Ces
mutations pourraient néanmoins offrir une possibilité de ciblage spécifique par le biais
d’inhibiteurs de MEK (mitogen-activated protein kinase) pour contrer les mutations de KRAS
et NRAS et du vemurafenib pour contrer les mutations de BRAF (le vemurafenib étant un
inhibiteur de I'enzyme produite par le géne).

La voie Nf-kB était quant a elle retrouvée mutée dans 17%, ces mutations étant
distribuées sur 27 genes incluant TRAF3, CYCLD et LTB.

Des mutations dans les génes de réponse aux dommages a I’ADN (ATM, ATR, TP53,
ZNFHX4 ) sont apparues également fréquentes (18% en tout), associées a un mauvais
pronostic, sans possibilité de ciblage spécifique décrite. A I'inverse, si les mutations du gene
de la cycline D1 ont été associées avec un mauvais pronostic, elles apparaissent
potentiellement contournables par "utilisation de pablociclib, un inhibiteur des CDK4 et 6.

D’autres génes ont encore été retrouvés mutés, impliqués dans I'oncogénese - tels
gue RB1 — ou impliqués dans la réponse aux drogues - tels que IRF4 - avec des impacts

divers sur le prognostic des patients.

De facon générale, I'identification des mutations et de leurs valeurs pronostiques

pourrait constituer une nouvelle grille de classification des MM et favoriserait I'émergence

de thérapies personnalisées.
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3 - La méthylation de I’ADN, anomalie secondaire

a - Méthylation de I’ADN et cancers

La méthylation des CpG (Cytosine-phosphate Guanine) est mode de régulation
génétique usuel dans les cellules eucaryotes. Cette méthylation est assurée par les DNA-
Methyl-Transferases (DNMT) par ajout aux cytosines d’un groupement méthyl au niveau du
carbone 5 (Edwards et al., 2017). Lorsqu’elle a lieu au niveau du promoteur de genes, elle
conduit a une répression de la transcription. Répression directe, par inhibition de la fixation
de I’ARN-polymérase. Mais aussi indirecte par le recrutement de protéines reconnaissant
une séquence méthylée. Ces protéines, les Méthyl-CpG-binding Domain (ou protéines MDB)
peuvent participer a la répression en empéchant la fixation d’ARN-polymérase ou de
facteurs de transcription, mais les MDB sont également capables de recruter d’autres
protéines responsables d’'une compaction de la chromatine, en particulier des histones
désacétylases. Cette répression est favorisée lorsque les CpG sont regroupés en ilots CpG,
caractérisés par une forte densité de CpG dans I’ADN (Jin and Robertson, 2013; Klutstein et
al., 2016).

Les 5-méthylcytosines sont des cibles tres sensibles aux mutations. En effet, elles
peuvent subir une déamination spontanée ce qui conduit au remplacement par une
thymine. Chez 'lhomme, le taux de mutation est de 10 a 50 fois supérieur pour les 5-
méthylcytosines que pour les autres bases de I’ADN. Ceci explique pourquoi les
dinucléotides CpG sont sous-représentés dans le génome humain (Panchini et al 2016). Les
régions ou ils persistent sont de ce fait des régions de régulation, chaque cellule ayant un

patron de méthylation qui détermine quels genes sont inhibés.
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La régulation par méthylation est un processus dynamique. Tandis que la DNMT1
assure le maintien de la méthylation par méthylation des CpG du brin néo-synthétisé apres
réplication de I’ADN, les DNMT3A et DNMT3B sont responsables de méthylation de novo,
permettant la répression de nouveaux genes (Edwards et al., 2017; Okano et al.,, 1999;
Pradhan et al., 1999).

Comme beaucoup de processus cellulaires, la méthylation est impactée par le
développement de cancer. Ainsi les genes oncosuppresseurs peuvent se retrouver
anormalement méthylés tandis que les oncogéenes peuvent se retrouver anormalement
déméthylés. En outre, les anomalies de la méthylation sont associées a des anomalies de
compaction de la chromatine qui modifient I'expression de groupes de genes (Klutstein et

al., 2016).

b - Utilisation d’agents déméthylants

Ces processus pathologiques ont conduit aux développements de plusieurs
inhibiteurs de la méthylation. Parmi ceux-ci, la décitabine (ou 5-aza-2'-deoxycytidine) agit
comme un analogue de la cytidine et est intégrée a ’ADN comme une cytosine. Son
intégration a ’ADN ne va pas empécher la reconnaissance des « CpG » ou la cytosine est
remplacée par la décitabine par les DNMT. Néanmoins, la DNMT se retrouve liée de fagon
covalente a I’ADN et est ainsi « piégée », puis éliminée par la cellule. La décitabine provoque
donc une déplétion du stock de DNMT et, cycle aprés cycle, | ‘ADN se retrouve donc de
moins en moins méthylé (Christman, 2002).

La décitabine est autorisée dans le traitement de divers cancers, dont la leucémie

aiglie myéloide et le syndrome myélodysplasique (Borthakur et al., 2008; Malik and Cashen,
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2014) tandis qu’un autre analogue de la cytosine, I'azacitidine (ou 5-azacytidine, différant de
la décitabine par sa capacité a étre intégrée a I’ARN) est autorisée dans le traitement du

syndrome myélodysplasique (Raj and Mufti, 2006).

¢ - Anomalies de la méthylation dans le MM

Plusieurs études (Benetatos et al., 2008; Galm et al., 2004; Hatzimichael et al., 2012),
utilisant en particulier la méthode de PCR méthylation-spécifique ont permis de mettre en
évidence que le myélome était régulierement associé a la méthylation du promoteur d’un
certain nombre de genes, méthylation associée a leur répression. De fait, le traitement a la
décitabine a été associé a une augmentation du niveau de transcrit d’'un grand nombre de
génes onco-suppresseurs dans des lignées de myélome multiple (Heller et al., 2008) et est
utilisée pour induire un arrét du cycle, de I'apoptose dans les cellules de MM.

Plus précisément, la méthylation de plusieurs génes impliqués dans la résistance a la
chimiothérapie (comme TGFBI — Transforming Growth Factor Beta 1), interaction avec le
microenvironnement tumoral (SPARC - Secreted Protein, Acidic, Cysteine-rich), ou encore la
réponse a un stress oxydatif (GPX3 — Glutathione Peroxidase 3) est associée a un pronostic
défavorable, indépendamment des autres anomalies primaires et secondaires (Kaiser et al.,

2013).
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Une étude réalisée a I'aide de puces a méthylation a examiné la méthylation plus de
27 000 CpG répartis sur I'ensemble de génome, de facon a analyser la méthylation globale
de I’ADN des cellules lymphocytaires et plasmocytaires saines ainsi que celle des cellules de
MM (Walker et al.,, 2011). Cette analyse a mis en évidence que le passage du stade du
lymphocyte B au plasmocyte se traduit principalement par une diminution de la méthylation
globale de 'ADN. Cette méthylation globale reste stable lors du passage au stade MGUS,
mais le passage du stade MGUS se fait par une déméthylation massive et globale de 'ADN

usuellement associée a une instabilité génomique (Eden et al., 2003; Gaudet et al., 2003).

En dépit de cette déméthylation, 77 genes ont été identifiés pour subir une
méthylation durant cette transition.

A linverse, le passage aux stades PCL puis HMCL se traduit par une hyperméthylation
globale massive de ’ADN. Néanmoins, toutes les anomalies primaires ne sont pas égales vis
a vis de ces modifications de la méthylation globale, et |’hyperméthylation est
particulierement marquée dans les lignées t(4;14). Les génes concernés incluent APC
(Adenomatous Polyposis Coli), PAX1 (Paired Box 1), SOSC2 (Supressor Of Cytokin Signaling 2)
et CDKN2 (Cyclin Dependant Kinase Inhibitor 2).

L’équipe de Bernard Klein et de Jérome Moreaux a Montpellier a identifié 47 génes
impliqués dans divers processus (inhibition de la prolifération, apoptose...) dont le taux de
méthylation était proportionnel a I'apoptose induite en utilisant de la décitabine (Moreaux
et al., 2012) comme de I'azacytidine (Moreaux et al., 2014). En outre, la méthylation de ces
47 genes est associée a un mauvais pronostic, caractérisé en particulier par une durée de vie

moindre des patients.

30



Il - p53, au cceur de la cancérologie et du myélome multiple

Le bras court du chromosome 17, touché par la délétion 17p, porte le locus du gene
de TP53. Celui-ci, situé plus précisément en position 17p13.1 est constitué de 11 exons, le
premier n’étant pas codant, pour une taille totale de 5,8 kb Le géne TP53 code pour p53,
une dont l'isoforme majoritairement décrite est longue de 393 acides aminés (pour une

taille de 53 kDa).

A - Structure

Le gene TP53 est évolutivement trés conservé, et la structure de la protéine I'est
également. On peut la diviser en 5 domaines fonctionnels, comme indiqué en Figure 3

(Toledo and Wahl, 2006).
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€—> > € > —> <—>
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mérisation

Figure 3 : structure de p53 (repris depuis http://p53.free.fr/).
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Le premier domaine, en position N-Terminale, est un domaine de transactivation (ou
Transactivation Domain 1) et s’étend des acides aminés 1 a 40. Il contient les sites
d’interactions avec de nombreuses protéines, telles que I'ubiquitine ligase MDM2 (Mouse
Double Minute 2), des acétylases ou encore des protéines partenaires de transcription.

Allant vers I'extrémité C-terminale, on trouve ensuite un domaine riche en prolines
contenant un second domaine de transactivation (nommé PR ou TDII) lui permettant
également d’interagir avec différents partenaires protéiques, dont la protéine p300,
impliquée dans l'acétylation de p53. Ce second domaine s’étend sur une cinquantaine
d’acides aminés, des acides aminés 42 a 92.

La région centrale, définie des acides aminés 101 a 306 est le domaine de liaison a
’ADN (ou DNA-Binding Domain — DBD). Il s’agit d’un domaine tout particulierement
conservé au cours de |’évolution qui, comme son nom l'indique, est responsable de la
reconnaissance et de la fixation a I’ADN (Joerger and Fersht, 2010).

Poursuivant sur environ 50 acides aminés (307 a 355), se retrouve un domaine
constitué d’un feuillet béta suivi par une hélice alpha. Ce domaine est le domaine
d’oligomérisation/de tétramérisation (OD pour Oligomerisation Domain). Comme son nom
I'indique, il permet I'association de la protéine en dimeéres, puis en diméres de dimeres. En
outre, ce domaine contient une séquence permettant I'export de la protéine au niveau du

noyau. On parle du Nuclear Export Signal ou NES.
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Enfin, la protéine est terminée par un domaine carboxy-terminal, allant des acides
aminés 356 a 393. Cet ultime domaine contient 3 signaux de localisation nucléaire (ou
Nuclear signal Localisation — NLS) ainsi qu’un domaine de liaison non spécifique a I’ADN, qui
permet la liaison de p53 a I’ADN, indépendamment de ses sites de liaison. Enfin, ce dernier
domaine est également responsable de I'import de p53 vers le noyau et de la régulation

négative de son activité transcriptionnelle.

B - Régulation

1 - P53 est finement régulé par (dé)ubiquitinylation

Dans les cellules saines, le niveau basal de p53 est faible, du fait d’'une dégradation
par le protéasome orchestrée par son interaction avec différents partenaires, dont JNK ou
des ubiquitine-ligases telles que MULE (Mcl-1 Ubiquitin-Ligase E3), COP1 (Coat Protein 1),
PIRH2 (p53-induced Ring H2) ou encore, 'une des plus décrites, MDM2 (Sane and Rezvani,
2017). L'expression de la plupart de ces ubiquitine-ligases est induite par l'activité
transcriptionnelle de p53, formant ainsi une boucle de répression qui maintient p53 a un
faible niveau (Toledo and Wahl, 2006).

MDM?2 est généralement décrite comme la principale ubiquitine ligase de p53. Elle se
lie au domaine de transactivation de p53 et peut catalyser la fixation d’ubiquitines sur les
résidus lysines 370, 372, 373, 381, 382, et 386 de p53. Cette ubiquitinylation est un
processus graduel. En effet, une mono-ubiquitinylation permet une exclusion de p53 hors du
noyau cellulaire. Une mono-ubiquitinylation conduit a une exlusion de p53 du noyau et une

polyubiquitinylation conduit a une dégradation par le protéasome.
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L'exclusion nucléaire aprés mono-ubiquitinylation permet a p53 de remplir des
fonctions pro-apoptotiques et pro-autophagie et n’est pas irréversible. Car si des enzymes
sont capables d’ubiquitinyler p53, d’autres sont capables de la déubiquinyler. Ces
deubiquitinases catalysent I’élimination des ubiquitines fixées aux résidus lysines et
plusieurs ont déja été décrites pour p53 telles que USP7 (Ubiquitin-Specific-processing
Protease 7, aussi nommée HAUSP, pour Herpes-Virus Associated Ubiquitin-Specific
Protease), et USP10. A noter que la régulation des ubiquitines-ligases est, pour certaines,
également dépendante d'une dégradation protéasomique dépendante de leur
ubiquitinylation, ce qui fait de la régulation de p53 un processus complexe, dépendant de

balances de niveaux entre un grand nombre d’acteurs (Lavin and Gueven, 2006).

2 - Des modifications post-traductionnelles au secours de p53

En paralléle de ses phosphorylations, p53 est susceptible de subir des acétylations,
en particulier par des histones acétyl transférases, par ailleurs responsables de I'acétylation
des histones. Ces acétylations sont indispensables a I'activation de p53 et, parmi les
protéines responsables de ces acétylations, citons PCAF (p300/CBP Associated Factor),
hMOF (human Males absent On the First), TIP60 (Tat interacting protein 60) et, une des plus
décrites, p300/CBP (p-300/Creb Binding Protein). Sous I'action de signaux de stress, ces
acétylases vont induire une acétylation au niveau de certains résidus lysines, incluant les
lysines 305, 372. Certains de ces résidus — en particulier les lysines 372, 373, 381 et 382 -

sont également impliqués dans la répression par ubiquitinylation de la protéine (figure 4).
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Il'y a compétition entre les deux processus, la conséquence étant que I'acétylation de

p53 induit sa stabilisation et son activation (Lee and Gu, 2010). Cette acétylation est

réversible par des Histones Désacétylases, telles que HDAC1 ou SIRT1 (Juan et al., 2000;

Vaziri et al., 2001).
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Figure 4 : sites de régulations post-traductionnelles de p53 (Repris depuis Toledo and Wahl,

2006).

C - P53, micro-processeur cellulaire

La protéine p53 est souvent considérée comme le « gardien du génome ». En effet,

des stress génotoxiques (fruits d’erreurs enzymatiques, d’agents génotoxiques, d’UV....) sont

capables d’induire une stabilisation de p53 préalable a son activité. Cette conception

mésestime néanmoins le réle de p53. En effet, p53 est capable d’étre activée par un tres

grand nombre de stress incluant I’hypoxie, des stress mécaniques, I'activation de certains

oncogenes, des chocs thermiques, un stress oxydatif ou une forte prolifération cellulaire.
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Ces stress vont conduire a 'activation de certaines protéines telles que ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) qui vont inhiber
I'interaction entre p53 et ses ubiquitines ligases.

Diverses modifications post-traductionnelles vont conduire a son accumulation, en
particulier nucléaire ainsi qu’a son activation. Les différents types de stress vont induire
différentes modifications post traductionnelles, de facon spécifique, le tout conduisant a
une activité spécifique de la protéine p53 (Beckerman and Prives, 2010; Horn and Vousden,

2007).

1 - P53, facteur de transcription

Par le biais de son domaine d’oligomérisation, p53 va former des dimeres. Ces
dimeres vont a leur tour se dimériser et le tétramere ainsi formé va se fixer sur 'ADN au
niveau des éléments de réponse a p53 (P53RE — pour p53 Response Element), séquences de
I’ADN reconnues par la protéine. Sur ’ADN, p53 va interagir avec divers partenaires pour
former des complexes d’initiation de la transcription dont la nature va changer en fonction
du type de stress, conduisant a une réponse transcriptionnelle spécifique a chaque stress.
Ainsi, p53 va induire la transcription de génes responsables de la réparation de I’ADN -
comme BRCA1 (Breast Cancer 1) ou MGMT (O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase); de
I'arrét du cycle cellulaire comme CDKN1A, 14-3-3 ¢ ou encore GADD45a (Growth Arrest DNA-
Damage inducible), de I'apoptose comme PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis),
NOXA, BAX (Bcl-2 Associated X), TNFRSF10B (TNF Receptor Superfamily 10B), APAF-1
(Apoptotic Peptidase Activating Factor 1), DIABLO (diablo IAP-binding mitochondrial protein)

(Figure 5).
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En paralléle de cette induction transcriptionnelle, la protéine p53 est capable de
réprimer I'expression de certains génes, en particulier des anti-apoptotiques telles que Bcl-2
(Wu et al., 2001), que la survivine (Nakano et al., 2005) et d’autres génes (Wang et al., 2010)
et ce bien que la possibilité d’une inhibition indirecte soit sujette a débat (Fischer et al.,
2014).

Cette activité anti-proliférative et pro-apoptotique en réponse aux stress, en
particulier génotoxiques est au coeur d’une fonction anti-tumorale de p53, ce qui en fait une

cible de choix des stratégies thérapeutiques utilisées en cancérologie.
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Figure 5: p53, facteur de transcription intégrateur des stress cellulaires. En jaune, les cibles
favorisant I'angiogénese, en vert, les cibles favorisant I'arrét du cycle cellulaire, en bleu, les cibles
induisant des réparations de I'ADN et en violet, les cibles pro-apoptotiques (repris depuis
http://p53.free.fr/).
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2 - P53, acteur cytoplasmique

L’activité de p53 ne se limite pas a celle d’'un facteur de transcription. En effet, sous
I'effet de stress, une partie des protéines p53 présentes dans le cytoplasme va étre
transloquée a la mitochondrie, aidée pour cela d’'une protéine de la famille de MDM?2
dépourvue d’activité ubiquitine-ligase, Mdm4 (aussi nommée MdmX). Comme dit
précédemment, le maintien de p53 dans le cytoplasme va étre favorisé par des mono-
ubiqutinylations qui faciliteraient la translocation mitochondriale (Marchenko et al., 2007).
La translocation de p53 a la mitochondrie va lui permettre d’interagir, via son domaine de
liaison a I'ADN, avec les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 (B-cell lymphoma 2),
gu’il va séquestrer, libérant ainsi les protéines pro-apoptotiques (Mancini et al., 2009; Moll

et al., 2005).

D - Anomalies de p53 et cancers

Par essence, la cellule tumorale va non seulement étre soumise a différents stress,
mais aussi les accumuler : instabilité génomique, hypoxie, prolifération anarchique...
Toutefois, dans la cellule tumorale, les processus apoptotiques sont au moins partiellement
réprimés. Cette contradiction se cristallise autour de la voie de p53, intégrateur des stress et
décideuse du destin cellulaire ; voie qui doit nécessairement étre contournée ou réprimée
par la cellule. En effet, du fait de son role antiprolifératif, pro-apoptotique, p53 et sa voie de
signalisation sont réprimés. La répression des voies de p53 peut étre directe et toucher la

protéine/le géne ou indirecte et concerner ses partenaires.
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1 - Délétion du bras du chromosome 17
La délétion du bras court du chromosome 17 est un événement retrouvé
principalement dans les tumeurs hématologiques. Elle est systématiquement associée a un

mauvais pronostic et est associée ou non a une mutation de I'alléle restant.

2 - Mutations de TP53

On estime que le gene TP53 lui-méme est muté dans 50 % des cancers en moyenne.
Néanmoins, ce taux de mutation varie de 10 % dans certains types de tumeurs
hématologiques a 96 % pour certains cancers ovariens. En dépit de cette disparité, beaucoup
de ces mutations sont des mutations faux-sens, ayant pour beaucoup la conséquence de
stabiliser de facon anormale la protéine, le caractere oncogénique résidant dans une
moindre activité transcriptionnelle vis a vis de ses cibles pro-apoptotiques ou anti-
prolifératives. La majorité des mutations de TP53 se retrouve au niveau du site de liaison a
I’ADN. Ces mutations vont empécher la protéine de se fixer a son élément de réponse et,
agissant par tétramere, une protéine mutée va empécher I'ensemble du tétramére de jouer
son rOle de facteur de transcription. Ces mutations transforment donc la forme mutée en
dominant-négatif. Cela conduit a une diminution drastique de I'activité transcriptionnelle de
p53 tout en empéchant p53 d’agir au niveau cytoplasmique, I'interaction avec les protéines
anti-apoptotiques (Bax, Bcl2...) étant également dépendante de son DBD (Muller and

Vousden, 2013).
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3 - Hyperméthylation du promoteur du géne

Le gene peut étre également réprimé directement par méthylation d’un ilot CpG
présent dans son promoteur. Cette répression par méthylation a en particulier été retrouvée
dans des gliomes et des glioblastomes et est associée a un mauvais pronostic, mais celui-ci

est réversible grace a I'utilisation d’agents déméthylants (Amatya et al., 2005).

E - p53 dans le myélome multiple

Dans le myélome multiple, les mutations de TP53 ne sont retrouvées que lorsqu’il y a
délétion du bras court du chromosome 17, correpondant a une perte du second allele. Ces
délétions évoluent depuis 10-20 % au diagnostic vers une incidence supérieure a 70 % au
stade PCL (Albarracin and Fonseca, 2011). Les mutations sont quand a elles présentes chez
30 a 50 % des patients del(17p)+ au diagnostic (Lodé et al., 2010) et leur prévalence ne cesse
d’augmenter (Boyd et al., 2011). L'incidence des mutations sur le pronostic semble prouver
gu’elles ont un impact négatif en réduisant I'espérance de vie des patients.

Dans le cas d’une absence de mutation de l'allele restant, des études semblent
suggérer que l'ilot 36 CpG présent dans le promoteur du gene TP53 serait potentiellement
méthylé dans une partie des MM (Hurt et al., 2006; Teoh et al., 2014).

Outre ces répressions directes, la voie de p53 est également touchée par des

répressions indirectes incluant des pertes de fonctions d’ATM et de p14”%

, des gains de
fonctions/augmentations de MDM2, Myc et Ras (figure 6), mais ces anomalies ne sont que

peu présentes dans le MM (Tessoulin et al., 2017).
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Figure 6 : dérégulations cancéreuses de p53 (Tessoulin et al., 2017).
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In-Le géne TP73 et la protéine p73

A - TP53, une affaire de famille

Le gene TP53 appartient a une famille qui inclut également deux autres génes TP63
et TP73, ainsi nommeés en raison de la taille apparente en kDa des protéines produites par
ces genes, respectivement p63 et p73. Les génes TP63 et TP73 sont également tres
conservés et sont situés respectivement au niveau des locus 3g27-28 et 1p36.

Chez la souris, si le knockout homozygote de TP53 conduit a une mort de prés d’un
quart des femelles par exencéphalie et une trés forte incidence de tumeurs diverses, celui de
TP63 conduit a des défauts de développement des membres, de la face et du crane et des
épithelia, conduisant a I'absence de peau.

Le Knock-out homozygote de TP73, contrairement a celui de TP53, ne provoque pas
le développement anormalement fréquent de tumeurs mais a diverses anomalies incluant
des hydrocéphalies, des problemes de développement du systéme nerveux central ou
encore des problémes d’infections chroniques. Chez I’'Homme, aucune mutation somatique,

ni de TP63, nide TP73 n’a pu étre reliée a la survenue de cancers.
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Figure 7 : Homologie entre les génes de la famille de TP53 (Repris depuis Courtois et al., 2004).

B - Structure de TP73 et de p73

p63 et p73 présentent une forte homologie de structure et possedent les trois
domaines de transactivation, de liaison a ’ADN et domaine d’oligomérisation.

Ces domaines possedent des roles similaires a ceux observés dans la protéine p53, le
domaine de transactivation permettant — entres autres — l'interaction avec des protéines
partenaires, le domaine de liaison a I’ADN permettant la reconnaissance et la fixation a des
séquences spécifiques a la protéine une fois celle-ci rassemblée en dimeres de diméres par
le biais de son domaine d’oligomérisation (Zawacka-Pankau et al., 2010).

Néanmoins, si les genes présentent une forte homologie, p63 et p73 sont plus
longues que p53. Cela est en particulier d( a la présence en extrémité C-terminale d’un
domaine « SAM » ou Sterile Alpha Motif. Selon les auteurs, ce domaine inclut ou est parfois

divisé en position C-Terminale d’un « Transcription Inhibitory Domain » (TID).
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Le domaine SAM est principalement défini par sa composition - une séquence de 5
hélices alpha — et une fonction décrite est I'inhibition de I’activité transcriptionnelle de p73
(Liu and Chen, 2005; Wang et al., 2001). Ce type de domaine est connu pour étre impliqué

dans l'interaction protéine-protéine.

C - Le niveau de transcrit de TP73 est également sous régulation protéique

La transcription de TP73 va étre induite par divers facteurs de transcription parmi
lesquels E2F1. Cette protéine est activée par phosphorylation, en particulier par la kinase
chkl (checkpoint kinase 1) ou chk2. Cette phosphorylation va lui permettre de se stabiliser
et d’induire la transcription de TP73. L’activité de ces kinases est elle-méme favorisée par
leur phosphorylation par la protéine ATM, par ailleurs capable de stabiliser p53 par
phosphorylation. L'implication de cette protéine permet une induction de la transcription de

TP73 sous l'effet de stress génotoxiques (Conforti et al., 2012a).

D - Régulations et modifications post-traductionnelles

Tout comme p53, la protéine p73 est maintenue a un faible niveau dans les cellules
saines. Si les mécanismes conduisant a la régulation de son niveau sont moins connus que
ceux concernant p53, certains sont connus.

Ainsi, MDM2 est capable de se fixer au TD de p73 et provoquer l'ubiquitinylation de
plusieurs lysines (lysines 11, 29 et 63). Néanmoins, si cette ubiquitinylation inhibe I'action de
p73, elle ne permet pas a elle seule a la dégradation de la protéine par le protéasome, mais
semble au contraire conduire a une stabilisation de la protéine, en association avec MdmX

(Wu and Leng, 2015).
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L'ubiquitine ligase MDM2 est en revanche nécessaire a la collaboration avec une
autre E3-Ligase, ltch (ltchy homolog) qui a montré en modele de cellules Hela co-
transfectées (par p73 et Itch) sa capacité a induire la dégradation protéasome-dépendante
de p73 (Kubo et al., 2010a; Rossi et al., 2005). Outre cette E3 ligase, p73 voit son niveau
régulé par I'E3-Ligase Pirh2 de facon dépendante du protéasome également (Wu et al.,
2011).

De méme que pour p53, diverses modifications post-traductionnelles vont étre
capables de stabiliser la protéines p73. L'une des plus décrites est la phosphorylation de la
tyrosine 99 par c-Abl (Abelson Tyrosine Kinase), une kinase elle-méme sous la dépendance
d’ATM, renforgant I'activation de p73 sous I'effet de stress génotoxiques. La kinase c-abl va
également phosphoryler la protéine Yes-Associated Protein 1 (YAP1) qui va non seulement
co-activer p73, mais encore en moduler I'activité transcriptionnelle (Strano et al., 2005)
(figure 8).

Autre partenaire important, p300 qui va induire, de méme que pour p53,
I'acétylation de p73. Cette acétylation nécessite I'activité de kinase de c-Abl (Costanzo et al.,

2002) qui va phosphoryler la tyrosine 99 de p73 et permettre I'acétylation de ses lysines.
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Figure 8 : p73 au cceur de régulations protéiques. (Bitomsky and Hofmann, 2009).

E - p73, facteur de transcription

Lorsque stabilisée, localisée dans le noyau, activée et tétramérisée, p73 va pouvoir
induire la transcription de différents genes sur un modele similaire a celui de p53. Une partie
de ces genes est commun a p53, incluant en particulier des génes pro-apoptotiques (PUMA,
NOXA, BAX) ou de répression du cycle cellulaire (CDKN1A, 14-3-3a). Ces activités de facteur
de transcription conduisent a une inhibition de la prolifération et une induction de

I'apoptose.

46



F - Isoformes de p73

Jusqu’ici, lorsque la nomenclature « p73 » a été utilisée, il était question de la
protéine de 636 acides aminés, possédant tous les domaines préalablement décrits.
Néanmoins, tout comme p53, p73 posséde un certain nombre d’isoformes (Figure 9). Celles-
Ci proviennent d’épissages alternatifs en extrémité C-Terminale, les isoformes alpha étant
dotées de tous les domaines. Contrairement aux isoformes beta, lambda, delta et gamma,
amputées d’'une part variable de I'extrémité C-terminale de la protéine (Murray-Zmijewski et
al., 2006).

Mais la variabilité des isoformes de p73 provient également de variants au niveau N-
terminal. En effet, des épissages alternatifs conduisent a I'obtention de diverses isoformes
manquant de leur exon 2 (ex2p73) et parfois des exons 2 et 3 (Ex2/3p73). Par ailleurs, en
plus du promoteur extrinseque commandant |'expression des formes TAp73 possédant le
domaine de transactivation complet en extrémité N-Terminale, le géne TP73 présente un
second promoteur, intrinséque celui-ci, situé entre les exons 2 et 3. La transcription induite
par ce promoteur va donc conduire a l'obtention de formes tronquées en extrémité N-
Terminale, qui commenceront a partir d’'un exon « 3’ ». Ces formes sont dépourvues du

domaine de transactivation. Il s’agit des isoformes DeltaNp73 ou DNp73.
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Figure 9 : Différentes isoformes de p73 (Bourdon, 2007).

Ces isoformes DNp73 ne possédant pas de domaine de transactivation, elles ne sont
pas capables d’induire la transcription des génes normalement transcrits par p73 (entendons
par la TAp73). Elles conservent néanmoins la capacité de former des hétérotétrameres
TAp73/DNp73. Les protéines DNp73 agissent donc en dominants négatifs inhibiteurs de la
transcription p73-dépendante. Il est a noter que le Knock-out différentiel des isoformes de
p73 chez la souris conduit a des résultats opposés ; les souris déficientes en TAp73 étant
d’avantage susceptibles de développer des cancers divers (Rufini et al., 2011).

Il a été démontré que, par fixation au promoteur intrinseque P2 de DNp73, p53
comme p73 était capable d’en induire la transcription, entrainant un rétrocontréle négatif

de p73.
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G - P73 dans les cancers

Du fait de la répression fréquente de p53 dans les cancers, le recours aux voies de
p73 est une piste d’intérét majeur dans la recherche de nouvelles approches thérapeutiques
contournant les défauts de la voie de p53.

Si le gene TP73 n’est que rarement muté dans les cancers, I'activité pro-apoptotique
de p73 est tout de méme la cible de répression. Cette répression s’appuie sur plusieurs
mécanismes.

En premier lieu, le second promoteur P2, intrinséque et présidant a I'expression des
formes DNp73 présente également un ilot CpG. Celui-ci tend a étre anormalement
déméthylé dans les cancers, provoquant une expression anormalement haute des formes
DNp73 (Gomez et al., 2017). Celles-ci vont étre susceptibles d’agir en tant que dominants
négatifs pour former des hétérodimeéres avec les formes TAp73 et ainsi inhiber I'induction de
la transcription de genes pro-apoptotiques et antiprolifératifs.

En second lieu, le géne peut subir une délétion dans le cadre d’une délétion du bras
court du chromosome 1. C'est en particulier le cas dans les lymphomes non-Hodgkiniens
(Stoffel et al., 2004).

Par ailleurs, le promoteur P1 (extrinseque) des formes TAp73 inclut plusieurs ilots
CpG, dont un comprenant plus de 300 CpG. Cet ilot est retrouvé anormalement méthylé
dans divers cancers. Parmi ceux-ci, citons des cancers solides comme les cancers gastriques
associés au virus Epstein-Barr ou encore certains cancers cervicaux (Jha et al., 2012; Lomas

et al., 2004; Ushiku et al., 2007).
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Mais cette répression par hyperméthylation a particulierement été étudiée — et
retrouvée — dans des tumeurs hématologiques telles que la leucémie aiglie myéloide et les
lymphomes non-Hodgkiniens (Garcia-Manero et al., 2002; Martinez-Bafos et al., 2017; Zhao
et al.,, 2013).

De facon plus indirecte, MDM2 étant capable de se lier aux isoformes TAp73 et d’en
inhiber I'activité, une surexpression de cette ubiquitine ligase peut également réprimer
I'activité transcriptionnelle de p73 et certaines formes mutées de p53 sont capables de se
lier a TAp73 et d’inhiber son activité transcriptionnelle. (Stindt et al., 2015).

Comme dans la plupart des cancers, p73 est bien moins étudiée que p53 dans le
myélome multiple. Néanmoins, TP73 pourrait constituer une cible thérapeutique car la
délétion du bras court du chromosome 1, ou est localisé TP73, est un critéere de mauvais
pronostic. La méthylation du promoteur P1 de TP73 est soumise a controverse, celui-ci étant
parfois retrouvé méthylé (Galm et al., 2004), parfois retrouvé au contraire déméthylé (Chim

et al., 2004).
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H - Projet de thése : étude de la répression et du déverrouillage de TP73

Les anomalies de TP53 sont irréversibles dans le MM car elles sont des délétions
chromosomiques et des mutations somatiques. En raison de leur gravité, elles constituent
un axe de recherche crucial. Depuis une dizaine d’années, des stratégies de réactivation de
la protéine p53 mutante ont été développées afin de redonner une conformation active aux
protéines porteuses d’un seul acide aminé anormal. En effet, quelques acides aminés sont
considérés comme des « points chauds » qui concentrent une part importante des
mutations « miss-sens » ; substitution d’un seul acide aminé. Ces mutations, qui concernent
en particulier des Arginines (dans plus de 20% des cas), sont décrites pour induire une
instabilité de la conformation de la protéine dans des conditions physiologiques, rendant
impossible la liaison a 'ADN. Néanmoins, cette instabilité ne serait pas irréversible, les
protéines mutées étant pour certaines capables de se lier a 'ADN a faible température
(Selivanova and Wiman, 2007).

Malgré I'engouement pour certaines molécules qualifiées de réactivatrices de p53
mutée (RITA et PRIMA-1Met), les données du laboratoire ont démontré |'absence de
spécificité de ces molécules vis-a-vis de p53 (Surget et al., 2014a; Tessoulin et al., 2014). Par
ailleurs, une étude a identifié p73 comme cible potentielle de la molécule PRIMA-1 (Saha et
al., 2013). Plus précisément, une autre étude plus récente (Teoh et al., 2016) suggére que
cette induction de la protéine pourrait correspondre a une levée de la méthylation du
promoteur de TP73, méthylation qui était observée dans une lignée TP53"C et associée a une

répression (partielle) de I'expression protéique.
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Ces données appuyent l'idée de cibler p73 comme alternative aux anomalies de
TP53. . Au travers de ce projet de these, nous avons donc étudié la régulation de I'expression
de la protéine p73, en particulier par méthylation de son promoteur. Et nous avons
confronté ces données relatives a la régulation de p73 au statut du gene TP53 des lignées

gui nous ont servi de modele.

Pour réaliser cette étude, nous avons procédé suivant trois axes :
1- L’étude de la méthylation du promoteur du géne TP73
2 - L’étude de l'inhibition de la méthylation couplée a I’expression génique

3 - ’étude de la régulation de I'’expression de la protéine
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MATERIELS ET METHODES

| - Lignées cellulaires

Les lignées BCN, MDN, NAN8, NAN9, NAN11, XG5, XG6 et XG11 ont été établies au

laboratoire a partir d’échantillons de patients atteints de MM en phase terminale de la

maladie (Maiga et al., 2015; Moreaux et al., 2011). Elles sont cultivées en milieu RPMI-1640

supplémenté de 4 % de sérum de veau feetal et de 3 ng/mL d’interleukine-6. Les autres

lignées de MM ont été obtenues auprés de DSMZ (Allemagne), elles sont cultivées sans ajout

d’IL6. Le tableau I regroupe leurs caractéristiques d’intérét.

Lignée Statut TP53 Translocation
NAN9 Wt/Wt t(4,14)
BCN Wt/ Wt t(14,16)
XG6 Wt/Wt t(14,16)
AMO1 Wt/ Wt t(12,14)
MM1S Wt/Wt t(14,16)
MDN Wt/ Wt t(11,14)
KMS11 KO t(4,14)
NANS KO t(4,14)
JIN3 KO t(14,16)
LP1 del/mE286K t(4,14)
OPM2 del/mR175H  |t(4,14)
L363 del/tron t(20,22)
JIM3 del/mR273S  |t(4,14)
XG5 del/mR282W [t(11,14)
KMS12PE del/mR337L  |t(11,14)
XG11 del/mC135Y t(11,14)

Tableau | : caractéristiques des lignées de myélome multiple utilisées.
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Il - Traitement des cellules par des drogues

Tous les traitements ont été réalisés sur des cellules diluées a 100 000 cellules par
millilitre 24 h avant traitement de facon a ce qu’elles soient en phase de croissance. Aprés
les traitements, les cellules ont été lavées avec du PBS puis les culots secs ont été stockés a -

80 °C pendant au moins trois heures avant I'extraction d’ADN, d’ARN ou de protéines.

lll - Traitement des cellules avec un agent déméthylant

Les cellules a la concentration de 10° cellules/mL ont été traitées avec du 5-Aza-2’-
deoxycytidine (Sigma-Aldrich, A3656-5MG). Le traitement a été effectué a différentes doses
et sur différentes durées qui seront précisées a chaque fois. Le nombre des cellules utilisées
a varié en fonction de la destination des culots secs (extraction d’ADN, d’ARN, de

protéines...).

IV - Traitements avec des agents alkylants

Les lignées ont été traitées a une dose correspondant a leur DL50 (Dose Létale 50)
déterminée par cytométrie en flux (Cytocell, SFR Bonamy, Nantes) a 48 h aprés marquage
des cellules par I'anticorps anti-Apo2.7-PE, marqueur de I'apoptose (Surget et al., 2014b).

La DL50 des lignées au cisplatine a été déterminée selon le méme mode opératoire
(500 000 cellules/mL, gamme de doses du cisplatine, 48 h).

300 000 cellules/mL des lignées JIM3, KMS12PE et XG5 ont été traitées pendant 72 h
avec 5 UM de décitabine avant d’étre traitées pendant 16 h avec du Melphalan ou du
Cisplatine a la concentration de DL50 pendant 48 h.

Les DL50 ainsi obtenues sont regroupées dans le tableau Il.
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Utilisant ces DL50, les lignées NAN11, MM1S, MDN et JIN3 ont été traitées durant 16

h avec cisplatine ou melphalan, a la concentration cellulaire de 300 000 cellules/mL.

Les cellules lignées JIM3, KMS12PE et XG5 (100 000 cellules/mL) ont été traitées

pendant 72 h avec 5 uM de décitabine avant d’étre a nouveau diluées a concentration de

300 000 cellules/mL et traitées pendant 16 h avec du melphalan ou du cisplatine a la

concentration de leur DL50.

lignée DL50 Cisplatine DL50 Melphalan
(en uMm) (en uM)
NAN11 6 4
MM1S 15 7
MDN 0,9 2
JIN3 19 30
JIM3 45 55
XG5 7 30
KMS12PE 45 80

Tableau Il : DL50 des lignées pour le cisplatine et le melphalan obtenues en 48 h.

V - Traitement avec le MG132, un inhibiteur du protéasome et la nutlin-
3a, antagoniste de MDM2

Les cellules, ont été traitées pendant 6 h avec 1 uM de MG132 (Calbiochem) aprés

avoir été diluée a la concentration de 500 000 cellules/mL.

La nutlin-3a a été utilisée pour traiter pendant 24 h les cellules a la concentration de 500 000

cellules/mL.
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VI - Extraction ADN

Les extractions d’ADN ont été réalisées a partir de culots secs de 3 millions de cellules
en utilisant le Kit « NucleosSpin Tissue » de Macherey-Nagel. L'ADN génomique a été dosé

en utilisant un appareil Nanodrop One.

VIl - Conversion au bisulfite de Sodium

L’ADN a été converti a l'aide du kit « Bisulfite Conversion Kit» d’Active Motif.

Conformément aux recommandations du fournisseur, 2 pug d’ADN ont été convertis.

VIII - PCR

Les PCR sur ADN converti au bisulfite ont été réalisées en utilisant deux enzymes
selon les réactions: les GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase de Promega et Platinium

d’Invitrogen selon les protocoles proposés par les fournisseurs.

Les valeurs des températures d’hybridation ont été calculées pour chaque PCR a
I'aide des logiciels de calculs proposés sur les sites des fournisseurs des enzymes. Apres
conversion au bisulfite, I'’ADN est tres enrichi en Uracile. Les PCR réalisées a partir de cet
ADN utilisent donc d’avantage de Thymine et d’Adénosine. Aussi, la concentration de ces
deux nucléotides a été doublée dans les mix des PCR réalisées sur ADN converti, par rapport

aux recommandations des fournisseurs des enzymes.
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IX - PCR Methylation-Specifiques (MS-PCR)

Pour tester la spécificité des amplifications vis a vis de la méthylation, nous avons
utilisé des ADN témoins commerciaux (EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen), chimiquement
totalement méthyles ou totalement déméthylés puis convertis. Ills sont notés

respectivement « M » et « U » dans la liste des échantillons.

X - MS-PCR nichées

Dans le cadre des PCR Méthylation-spécifique et des pyroséquencages, des PCR
« nichées » ont été réalisées. Une premiere PCR Large (ou L) est réalisée. Les produits de
cette premiére PCR sont purifiés a I'aide du Kit de Macherey-Nagel, « NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up » et élués dans le méme volume que le mélange initial. Cette purification
permet entre autres I’élimination des amorces de la premiére PCR afin qu’elles ne soient pas
utilisées lors des PCR nichées. 2 pL d’ADN issus de cette premiere PCR sont utilisés comme
matrice pour la PCR nichée. Les amorces des MS-PCR nichées sont rassemblées dans le

tableau lll.
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Taille de Tm de
PCR , , Nom de I'amorce [Séquence de I'amorce ,
I'amplicon I'amorce

Met-For GGGGT TATTA TGGG TAGAGGA TATC 62 °C

Met 109 pb
Met-Rev ACATACTAAACGAATTCCGAACGACTC 66 °C
UnMet-For GGGTTATTATGGG TAGAGGATATT 60 °C

UnMet|l 112 pb
UnMet-Rev ACATACTAAACAAATTCCAAACAACTCT( 62 °C
L-For GTTTTGGGTT TTGGGAG T'TGAGAG 65 °C

L 874 pb
L-Rev ACCACCCACTTCTCCTATAAAACC 65 °C
QO-For TAAA TAGTGGGTGAGTTATGAAGATGT 60 °C

0 285 pb
O-Rev TACACCAAACCCTAACTAAAAAACC 62 °C

Tableau lll : liste des amorces de MS-PCR et de MS-PCR nichées. La température

d’hybridation (ou Tm) des amorces a été obtenue a 'aide du calculateur de Tm de Sigma-
Aldrich. Dans les amorces « sens » ou « For », les C hors CpG convertis en T et, dans les
amorces « antisens » ou « Rev », les A complémentaires aux T ainsi obtenus sont en italique.

En gras figurent les C/T des CpG (amorces For) ou leur complémentaire (G/A).

Toutes ces PCR ont été réalisées a I'aide de I'’enzyme GoTaq Flexi de Promega dans

les conditions décrites dans le tableau IV.

MS-PCR directes

MS-PCR Nichées

PCR Nombre de | Température| Nombre de | Température
cycles d'hybridation cycles d'hybridation
L 25 58 °C
Met 40 60 °C 17 56 °C
UnMet 40 58 °C 20 56 °C
Q 19 54 °C
Tableau IV : conditions des MS-PCR.
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XI- PCR Pré-pyroséquencgage

Afin de réaliser les réactions de pyroséquencage, des PCR d’amplification pré-

pyroséguencage ont été réalisées en utilisant les amorces et les conditions rassemblées dans

le tableau V. Ces amplifications ont été réalisées a I'aide de I’enzyme Platinium d’Invitrogen.

Taille de Nom de , . Tmde | Tmdela
PCR : . , Séquence de I'amorce .
I'amplicon I'amorce I'amorce PCR
Ll1-For GTGGTT TTATAGGAGAAGTGGGT 61 °C
Ll 839 pb 52 °C
L1-Rev |AACCCAAATACCTACCCAAC 59 °C
Qla-For |GGGTGGTAAGTTTTGTTTGG 61 °C
0la || 297 pb 53 °C
Qla-Rev |AAACCARAAATCTCCTCCC 58 °C
Qlb-For |GGGAGGAGATTTTGGTTT 58 °C
Qlb 484 pb 53 °C
Qlb-Rev |ACCCTAAACCTCCTACCTACAAC 60 °C
L2-For GTTGTAGGTAGGAGG TTTAGGGT 60 °C
L2 523 pb 55 °C
L2-Rev CCAAATCCTTCTCCCTATCC 61 °C
Q2-For GTTGGGTAGGTATTTGGGTT 59 °C
Q2 450 pb 52 °C
Q2-Rev CTAACTCCTCAAAAAAACTAAAACC 60 °C

Tableau V: Récapitulatif des amorces d’amplification pré-pyroséquencage. Les T/A en
italique correspondent aux T/A issus de la conversion de cytosines hors CpG.
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XIl - Pyroséquengage

Deux kits de pyroséquencgage ont été utilisés en fonction de la taille de la séquence
ciblée : les séquences de 50 paires de bases ou moins ont été analysées a I'aide du kit
PyroMark Gold Q24 Reagents (Qiagen), les séquences plus longues ont nécessité I'utilisation
du kit PyroMark Q24 Advanced Reagents (Qiagen). Les réactions de pyroséquencage ont été
réalisées selon les instructions du fabricant a I'aide de I'appareil Pyromark Q24 de Qiagen.
Les résultats ont été analysés a I'aide du logiciel Pyromark Q24 software. Les amorces de

pyroséquencage et conditions d’hybridation utilisées figurent dans le tableau VI.

Amorce [[Nom del'amorcede | _, . , Tm de
PCR e , Séquence de I'amorce de pyroséquengage | ,
Biotinylée pyroséquencage I'amorce
PS1-Rev CTACTTATAATCTAATACTTATAAAACC 52 °C
(0] O-For
PS2-Rev TACACCAAACCCTAACTAAAAAACC 52 °C
QlaPSM1-Rev CAAAACCTAAACAAATCC 52 °C
Qla-For
QlaPSM2-Rev |CTCCTCCTCTCCAACTAACC 59 °C
Qla
QlaPSl1-For GGTTATATTTTTTGTTTTTTGGA 58 °C
Qla-Rev
QlaPS2-For GTTTGGGGGATAGTAGGGAG 61 °C
QlbPSM-Rev AAAAAACAAAACTAACTACCC 59 °C
Qlb-For
b Qlb-Rev ACCCTAAACCTCCTACCTACAAC 60 °C
01
Qlb-For GGGAGGAGATTTTGGTTT 58 °C
QOlb-Rev
QlbPSM-For GTTTATATAATTAGTTTAGGGGT 53 °C
Q2PS1-Rev TCCCCTCACCTCCCAACTT 66 °C
Q2-For Q2PS2-Rev AACAACAAAAAAAAAACCCTCC 62 °C
Q2-Rev CTAACTCCTCAAAAAAACTAAAACC 60 °C
Q2
Q2-For GTTGGGTAGGTATTTGGGTT 59 °C
Q2-Rev Q2PS1-For AAG TTGGGAGGTGAGGGGA 66 °C
Q2PS2-For GGAGGGTTTTTTTTTTGTTGTT 62 °C

Tableau VI : Liste des amorces de pyroséquengage. En marron les amorces servant aussi
d’amorces d’amplification. En italique les T/A issus de C convertis, en rouge les mismatch :
En forward, un A remplace le C/T, en Reverse, un T remplace le G/A.
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XIll - Extraction ARN
A partir de culots secs de 3 millions de cellules, les ARN messagers ont été extraits a
I'aide du Kit Macherey-Nagel « NucleoSpin RNA Plus ». Les ARNm ainsi obtenus ont été

dosés et leur pureté controlée a I'aide de I'appareil Nanodrop One.

XIV - Reverse transcription
2 ug d’ARN ont été rétrotranscrits en ADN a I'aide du kit Maxima First Strand ADNc
Synthesis (Thermo Scientific). Les ADNc ainsi obtenus ont été dilués a 20 ng/uL. L’efficacité

de la réaction a été testée en réalisant une PCR dirigée contre ’ADNc de I'actine.

XV - PCR Quantitative :

Les PCR Quantitatives ont été effectuées en utilisant le kit TagMan Universal PCR Master Mix
(Appliedbiosystems). Le géne RPL37a, codant pour une protéine de la grande sous-unité du
ribosome a été utilisé comme gene de ménage (sonde H501102345_m1). Pour cibler TP73,
la sonde Hs01056230_m1 a été utilisée. Les Q-PCR ont été réalisées selon le programme

présenté dans le tableau VII.

Activation initiale 40 cycles
2mina50°C 10 mina 95 °C 30sa95°C 1 mina 60 °C

Tableau VIl : programme de PCR-Quantitative.
L'appareil donne un résultat sous forme de « CT » ou « Cycle Threshold », cycle seuil,
correspondant au nombre de cycles d’amplification nécessaire pour atteindre un signal

fluorescent supérieur a un certain seuil. Cette valeur est utilisée pour quantifier I’ADNc.
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Pour tester la validité de cette amplification, on réalise une gamme de dilutions
croissante d’un échantillon d’ADNc d’une lignée, dilutions utilisées pour procéder a I'analyse
d’'une gamme standard a partir de laquelle I'appareil calcul I'efficacité de la PCR. La lignée
MDN en condition contrble a été choisie car c’est elle qui exprime le plus haut niveau de
TP73.

Le niveau d’expression relative du gene dans les différents échantillons a été calculé
en utilisant I'équation de Pfaffl (Pfaffl, 2001) :

ratio = ( E cible) A CT cible (calibrateur -x) / (( E housekeeping) A CT housekeeping(calibrateur -x) ).

XVI - PCR sur ADNc

Afin de discriminer de facon semi-quantitative les différentes formes d'ARNm de
TP73, des RT-PCR ont été réalisées. Les PCR et leurs amorces correspondantes sont
rassemblées dans le tableau VIIl. Pour les lignées JIM3, KMS12PE et XG5, 35 cycles ont été
réalisés (a partir de 10 ng pour la PCR actine et 40 ng pour les autres PCR). Pour les lignées

JIN3, MDN, MM1S, NAN11, 20 cycles de PCR ont été réalisés.

Taille de Nom de , , Tmde |Tmdela
PCR . . . Séquence de I'amorce .
I'amplicon I'amorce I'amorce PCR
Ex2-For CACCACGTTTGAGCACCTCT 65 °C
TP73,Exon2-6 630 pb 65 °C
Ex6-Rev AGATTATTGCCTTCCACGCG 66 °C
Ex7-For GACGGAATTCACCACCATCCT 67 °C
TP73,Exon7-10 389 pb 65 °C
Ex10-Rev [CCAGGCTCTCTTTCAGCTTC 63 °C
AEx3'-For |CCATGCTGTACGTCGGTGAC 60 °C
DNp73,Exon3'-6 || 519 pb 65 °C
Ex6-Rev CCAAATCCTTCTCCCTATCC 61 °C
CHO15 GGCATCGTGATGGACTCC 64 °C
Actine 130 pb 65 °C
CHO16 GCTGGAAGGTGGACAGCG 67 °C
Tableau VI : liste des PCR discriminantes des formes de TP73.
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XVII - Extraction et dosage des protéines

Pour procéder a des études protéiques par Western-Blot, des culots secs de 3
millions de cellules ont été lysés a I'aide de 45 pL de tampon de lyse dont la composition
figure dans le tableau IX ci-dessous. Le tampon a été ajouté au culot, avant vortex réguliers
et incubation sur glace pendant 40 minutes avant centrifugation a 4 °C et 10 000 rotations

par minute pendant 30 minutes. Enfin, le surnageant contenant les protéines a été récupéré.

TRIS HCL, pH 7,6 10 mM
NaCl 150 mM
tergitol-type NP-40 (Sigma-Aldrich) 0,5%
Péfabloc (Sigma-Aldrich) 50 pg/ml
Apoprotine 2 pg/ml
NavO, 2mM
NaF 1mM
Leupeptine (Sigma-Aldrich) 1 pg/ml

Tableau IX : composition du tampon de lyse protéique.

Les protéines ont été dosées par l'acide bicinchoninique (Uptima) suivant les
instructions du fournisseur (lecture de I'absorbance a 560 nm) en utilisant comme référence

une gamme d’Albumine sérique de bceuf.

XVIII - Western-blots

Les Western-blots ont été réalisés a partir de 80 pg de protéines dénaturées
thermiquement avant migration sur gel d’acrylamide a 10 % en tampon Tris/Glycine/SDS
(Bio-Rad). Les protéines ont été par la suite transférées a 4 °C a l'aide d’un tampon

Tris/Glycine (Bio-Rad) a 20 % d’éthanol sur membrane de nitrocellulose (Merck-Millipore).

63



Ce transfert a été suivi d’'un blocage de la membrane avec du lait a 5 % dans du TBS,
Tween a 0,1 % durant une heure. Apres le blocage, une incubation avec les anticorps
primaires a été réalisée durant la nuit a 4 °C.

Les lavages ont été effectués avec du TBS a 0,1 % de Tween avant incubation pendant
une heure a température ambiante avec 'anticorps secondaire. Le tableau X ci-dessous liste

les anticorps utilisés, leurs dilutions et caractéristiques.

Anticorps primaire Anticorps secondaire
Protéine
Distributeur | Référence Type Dilution Type Dilution
p73 Bethyl A300-126A |Polyclonal de lapin 1 pg/ml | Chévre anti-lapin 200 ng/ml
P53 Oncogene Ab-6 Monoclonal de souris| 10 ng/ml |Chévre anti-souris | 80 ng/ml
MDM2 |[|[R&D Systems| AF1244 |Polyclonal de lapin 1 ug/ml | Chévre anti-lapin | 400 ng/ml
Actine Millipore MAB1501 [Monoclonal de souris| 1/20000 |Chévre anti-souris | 20 ng/ml

Tableau X : caractéristiques des anticorps de Western-Blot utilisés.

Cette incubation é été a nouveau suivie de lavages avec du TBS a 0,1 % de Tween. Les
protéines ont été révélées a I'aide du produit Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad), a
I’exception de p73, révélée a I'aide du kit Illuminata Forte Western HRP Substrate (Merck-

Millipore). La lecture a été réalisée sur lecteur Bio-Rad Universal Hood Il.
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XIX - Extinction de p53

Des cellules MM1S ont été transfectées en utilisant la Lipofectamine™ RNAIMAX
(Transfection Reagent, ThermoFisher) dans les conditions proposées par le Kit. 10 millions de
cellules MM1S ont été transfectées avec le On-Target-plus Control pool Non-targeting pool
(Dharmacon, Cat.#D-001810-10-20) en tant que siRNA controle et 10 millions ont été
transfectées avec le On-Target-plus smart pool human TP53 (Dharmacon, Cat.# L-003329-
00), siRNA dirigé contre TP53. Apres I'étape de transfection, les cellules ont été incubées

pendant 48 h avant traitement avec 2 uM de Melphalan pendant 16 h.
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| - Expression constitutive de TP73 dans les lignées de MM

RESULTATS

A partir de culots secs de lignées de MM, nous avons étudié I'expression constitutive

p73 par western blots et par Q-PCR dans 16 lignées présentant différents statuts TP53. Les

caractéristiques et statuts TP53 des lignées (Tableau X) ont été définis par séquencage de

I’ADNCc et confirmés récemment par whole-exon sequencing (Surget et al., 2012; Tessoulin et

al., en préparation) .

HMCL Translocation TP53 TP73
AMO1 (12;14) wt wt
MDN (11;14) wt wt
MMI1S (14;16) wt wt
NANS (4;14) wt wt
NAN11 (14;16) wt wt
XG6 (16;22) wt wt
XG7 (4;14) wt wt
JIN3 (14;16) deletion wt
KMS11 (4;14) deletion wt
NANE (4;14) deletion wt
JIM3 (4;14) R273C wt
Karpas620 (11;14) C135Y wt
KMM1 (6;14) C135F/S241P A211S
KMS12PE (11;14) R337L wt
LP1 (4;14) E286K wt
L363 (20;22) S261T (splice) wt
NAN1 (14;16) E180* wt
NANG (14;16) indel wt
NAN7 (11;14) indel wt
OPM2 (4;14) R175H wt
SKMM2 (11;14) K132N wt
XG11 (11;14) C135Y 1626V
XG1 (11;14) Y126N wt
XG2 unknown c17eY wt
XG5 (11;14) R282W wt

Tableau X : Caractéristiques des lignées.
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Pour trois des six lignées 7P53" NAN11, MDN et MM1S, la protéine p73 est
détectable en condition basale, mais le niveau d’expression est néanmoins faible (figure 10).
La protéine p73 n’a été détectée que pour une seule lignée n’exprimant pas de p53 de facon
détectable TP53%!. Enfin, seule une lignée TP53™" parmi 7, XG11, exprime la protéine p73
de facon détectable et cette expression est tres forte. La faible expression constitutive de
TP73 est ainsi restreinte a quelques lignées et principalement retrouvée dans les lignées
TP53". Quant a XG11, la trés forte expression de p73 est probablement liée  la présence

d’une mutation (lle626Val, Tessoulin en préparation).
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Figure 10 : Expression constitutive de p73 mesurée par western blot (A) et PCR
quantitative (B).

Pour la g-PCR, une sonde ciblant toutes les isoformes TP73 a été utilisée. Pour les Western-
Blot, 80 ug de protéines ont été déposés systématiquement. A noter qu’afin de ne pas
saturer I'appareil, I’exposition de MDM2 a été minorée dans les lignées TP53"7, de méme
que celle de p53 dans les lignées TP53%€/m,
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Il - Méthylation de I'ilot 302 CpG dans le promoteur de TP73

A - Position de I'ilot 302 CpG et obtention de la séquence

Afin d’étudier la régulation de TP73 par la méthylation de son promoteur, nous avons
ciblé l'ilot « CpG :302 », répertorié sur le site UCSC (University California Santa Cruz), un ilot
de 321 CpG couvrant 3292 pb dans le promoteur du gene. La méthylation de cet ilot CpG est
associée a une répression de I'expression du gene (Maas et al., 2013). Par ailleurs, cet ilot
situé dans le promoteur des isoformes TAp73 est différent de celui des isoformes Np73
(Pluta et al., 2006). Il contient dans son dernier tiers le premier nucléotide transcrit des
formes TAp73. Ces éléments en font un tres bon candidat par rapport a d’autres ilots situés
dans cette méme région comme l'ilot CpG 113. Sa séquence est disponible sur le site UCSC
génome browser, (génome humain de décembre 2013, référence GRCh38/hg38), tel

gu’indiqué en figure 11.

Chr.1 (p36,32)0

géne TP73 Chl'13,652,520-3,736,201 Www_genome.ucsc_edu/
Scale S8 kb} | ha3s
chri: 3,658,068| 3,708, 008|

GENCODE w24 Comprehensive Transcript Set (only Basic displaved by default)
RefSeq Genes

WRAF73 e TP73 ¢ 44—
TP73 14—
TF73 + - -—
TP73 + —
TP73 I
TPI3+ - —
TF73 ¢ $4--Ju—
TP73 14— —
TF73 - —
s e TP73 —
Transcription TF73 }—
TP73 - Jo—
TP73 4 -
CpG Islands (Islands < 388 Bases are Light Green)
CpG: 18 CpG: 49 CpG: 15 cpG: 36| CpG: 36|
CpG: 113 ]
CpG: 42

llot 302 CpG étudié

Figure 11 : Séquence de l'ilot « CpG : 302 », site UCSC.
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B - La conversion au bisulfite permet le ciblage de la méthylation par PCR

Pour étudier la régulation par méthylation de TP73, ’ADN est converti au bisulfite de
sodium. Il s’agit d’un traitement chimique qui va convertir les cytosines non méthylées en

uraciles. Cette conversion va donc transformer la séquence de fagon différente en fonction

du statut de méthylation des C, tel qu’illustré en figure 12.

ADN

57 TGACTATCGA=3’
3/ =——=ACTGATAGCT=—5"

57 ==——=TGAUTATCGA=3'

+
3/ =—=AUTGATAGCT=—5"

ADN Non-Méthylé

5 TGACTATCGA=™3'
3/ =—=ACTGATAGCT=——5"

57 ==——=TGAUTATUGA=3'

+
3/ =—AUTGATAGUT=—5"

Figure 12 : Conversion au bisulfite et modification de la séquence.

Les différences de méthylation étant transformées en différences de séquences, il est
donc possible d’étudier la méthylation de l'ilot par des techniques d’analyse de séquence.

Pour étudier la méthylation d’un ilot, une approche consiste a réaliser des PCR qui
sont spécifique de |'état de méthylation des régions servant a I'ancrage des amorces de PCR.
On parle de PCR Méthylation-Spécifiques (MS-PCR). Nous avons utilisé le logiciel MethPrimer

pour rechercher des primers pour MS-PCR spécifique de ’ADN méthylé ou déméthylé.
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Pour cela, le logiciel désigne des couples d’amorces couvrant des CpG, ne produisant
un amplicon que si les C des CpG en question étaient méthylées et résistantes a la
conversion (PCR « Met »); ou des UpG, ne produisant un amplicon que si les C des CpG
n’étaient pas méthylées et donc converties (PCR « UnMet »).

Le logiciel nous a proposé un certain nombre de paires d’amorces mais, les essais
n’ayant pas permis d’amplification satisfaisante, nous avons designé par nous-méme la
majeure partie des amorces présentées ici — a partir de déclinaisons des amorces proposées
par le logiciel.

Notre choix s’est porté sur des amorces se terminant en 3’ par un C appartenant a un
CpG (amorces sens), couvrant si possible d’autres CpG, ainsi que des « C » hors CpG — donc
convertis en U. Ces U étaient importants pour s’assurer d’une amplification dépendante de
la conversion au bisulfite et de s’affranchir ainsi de I'efficacité de la conversion.

Du fait d’un fort enrichissement en U des séquences cibles, la Tm de ces amorces est
usuellement basse et, dans le but de s’assurer d’une bonne sélectivité, nous nous sommes
appliqués a utiliser les amorces avec la Tm la plus haute possible. C'est encore plus vrai pour
les amorces UnMet ce qui a conduit a les allonger pour augmenter la Tm.

Nous en avons choisi deux au milieu de l'ilot, environ 1300 bases en amont du premier
nucléotide transcrit. Ces deux couples d’amorces recouvrent les mémes CpG. Par ailleurs,
afin de n’amplifier que des ADN convertis, une attention particuliere a également été
apportée a intégrer un maximum de « T » issues de la conversion de « C » hors CpG dans les

amorces.
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La séquence convertie a I'aide de MethPrimer ainsi que la position des amorces des
différentes MS-PCR réalisées sont reportées a la figure 13. La séquence des amorces est

indiquée dans le tableau Il du matériel et méthodes.

1 CGGGTACCTGCCCGGGCCCCGCACCTGTCCGGGCACCGCACCTGCAGGATCCCCAAGCTG
AR R R A N R R R R EE R e
1 CGGGTATTTGTTCGGGTTTCGTATTTGTTCGGGTATCGTATTTGTAGGATTTTTAAGTTG
1 2 3 4 5
61 CCTCCACCCACGCGGCCGCCCCCGGCCCTGCCCGCCGGGGACGCTGGCACCGAGGATGTC
AL S e AR S TR RN e AR RN R RN AR
61 TTTTTATTTACGCGGTCGTTTTCGGTTTTGTTCGTCGGGGACGTTGGTATCGAGGATGTT
6 7 8 9 10 11 12 13
121 CTGCCCGTGGCCCAGGTCCCCGCCGCTCACCAGGTACTTGCCGTCCGGGGAGAACTTGC
sl laett| | faza ||| [ezatbatba|cfac|[|[|[a]|[[stt]att|[||[]]:]]]=
121 TTGTTCGTGGTTTAGGTTTTCGTCGTTTATTAGGTATTTGTCGTTCGGGGAGAATTTGTA
14 15 16 17 18
181 GAGTAAGCTGGAGAGCTTGAATACCTCGGAGAAGTTCATGGCCGCCGCCTGCCGCGGGCG
LELETE = TETTET = DTTEE b fat DT L T ] [ L] [ ebedabn s | | s | | 44
181 GAGTAAGTTGGAGAGTTTGAATATTTCGGAGAAGTTTATGGTCGTCGTTTGTCGCGGGCG
19 20 21 22 23 24
241 CCACCCTGCGCCCGAAAACCCGCGGGACCCCTGGGCGCGCAGCAGGCTGCAACAGCCGAC
sef s | [Fhaat| || |aattrt| | |reae ||| | FHrEe | e e e e ] ] 4]+
241 TTATTTTGCGTTCGAAAATTCGCGGGATTTTTGGGCGCGTAGTAGGTTGTAATAGTCGAC
25 26 27 28 29 30 31
301 GCCGGCCTCCGAGGCCGGAAGTCAGAAGGCGGAAGTGAACTGCAGCCTATCAGCGCCGCC
dab |z [tk || [tk [ [ [ || [PITIeR TILTI e[ za]]]s][+4sttsst
301 GTCGGTTTTCGAGGTCGGAAGTTAGAAGGCGGAAGTGAATTGTAGTTTATTAGCGTCGTC
32 33 34 35 36 37 38
361 GGCTTCCGCGCGGCATTGTGGGGCTTGTAGTTCTTGTGCCGCAGGGCTTTAAAGGAAACG
wl x| fabbt s [T LRI = LT etz [PT [ DTPETTLT] [+
361 GGTTTTCGCGCGGTATTGTGGGGTTTGTAGTTTTTGTGTCGTAGGGTTTTAAAGGAAACG
39 40 41 42 43 44
421 CCCACGTTTCTTCCGACCAGGGATTTCCGACCCGAGAACCTTACCTCAAAGGCCGGGAGG
sk ||| fatbas [ [ ||| [att]zatt|[|]aa]]zzfz][]][z4+]]]]
421 TTTACGTTTTTTTCGATTAGGGATTTTCGATTCGAGAATTTTATTTTAAAGGTCGGGAGG
45 46 47 48 49

481 CCTTTGAGCACCTCCAGCTAGGGCTGCTGATAAAAATGTAGAAAGCACAGTAAAATTTGA

481 TTTTTGAGTATTTTTAGTTAGGGTTGTTGATAAAAATGTAGAAAGTATAGTAAAATTTGA

541 ATTTCAGATTCACAACAAATCTAGTTATAAGTATGTTCCCAAATATTGCACGGGACATGC

LELT=PET b= Tl PP TP ELTTEEEET T ez PEPETT I 2 f [ [ ]2 ] ] ]
541 ATTTTAGATTTATAATAAATTTAGTTATAAGTATGTTTTTAAATATTGTACGGGATATGT
50
601 TAATACGGAAAAATTACTCGCTAGTCTGAAATTCAAATTTAATTGAGCGACCTGTGTGTC
R N NN R e N R RN R R RN R NN N N R R AN
601 TAATACGGAAAAATTATTCGTTAGTTTGAAATTTAAATTTAATTGAGCGATTTGTGTGTT
51 52 53
661 TGCGTGTGTGTACACATGCATATATATATATTTATATTTATATGTAAATGTATGTTTACA
Il P DDy : |
661 TGCGTGTGTGTATATATGTATATATATATATTTATATTTATATGTAAATGTATGTTTATA
54
721 TGTAAATATATGTTTACCTACAAATATATCTTTAATAAGTAATACGGTGTCTGTCGCACA
LETTERLTT LT P P2 PEPETTT = FETTTEPELT T b [ T 2 [ ] [#42] 2 ]
721 TGTAAATATATGTTTATTTATAAATATATTTTTAATAAGTAATACGGTGTTTGTCGTATA
55 56
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781 TATATTATATCGTGTATGTAATGTATAAGTATTTATTTCGTTTGCTTGGGGTTTTGTTTG

RN N N N R A RN N ANy
781 TATATTATATCGTGTATGTAATGTATAAGTATTTATTTCGTTTGTTTGGGGTTTTGTTTG
57 58

841 CTTTTGCTGAGTCCGACCCCTCTACCTGCCGCCTGGCCCTTGCCTCACGCTCCAGTGCCA
SLILITe I T fett]ezas e fos| atbas| ] |aea||[az]s]dba]za]]]]z:

841 TTTTTGTTGAGTTCGATTTTTTTATTTGTCGTTTGGTTTTTGTTTTACGTTTTAGTGTTA

59 60 61

901 CTGAGATCAAGGAGAGAACGAATTTGCCGCTGACTGGGCAGAGCGAGCGCGTGGATCGCG

SLLELTE= PELTTTRTF Il FET L s L[ Fe L2 [T | [t | ] ] ] 4t

901 TTGAGATTAAGGAGAGAACGAATTTGTCGTTGATTGGGTAGAGCGAGCGCGTGGATCGCG
62 63 64 65 66 67 68

961 GCCACCGCCCGTTCATCACCCGCGCGCATCTGGGCTGGCACCGGGCGAAGAATCGTGCGG
|ee|etdectt| | o] || eetttrtte | ||| ||| |z]ett|[++]|]]]|++]]++]

961 GTTATCGTTCGTTTATTATTCGCGCGTATTTGGGTTGGTATCGGGCGAAGAATCGTGCGG
69 70 71 72 73 74 75 76 77

1021 GTCTGGGACCTGGGGGCCCAGAGGGAGCGAGCTCCTGCGCGGGCGCTCGGTCCGCAGGTT
[T TT Pz LT Ll e ez [ETTLT P I+l ] es | || [ s |4 ] [tz | ] ] |

1021 GTTTGGGATTTGGGGGTTTAGAGGGAGCGAGTTTTTGCGCGGGCGTTCGGTTCGTAGGTT

78 79 80 81 82 83

1081 TCGCAGGCTCAGGGGCGTGCCTCGTTCTCACCCCCACTCCGGACCCCGGTCCTCTTCCCT
[+ | | [ ]I+ [ee]++] ||z eeeee|c]|ett]|ceett]|]ec]|z]]z2z]

1081 TCGTAGGTTTAGGGGCGTGTTTCGTTTTTATTTTTATTTCGGATTTCGGTTTTTTTTTTT

84 85 86 87 88

1141 AGACAGCGGCCCCCTCCACCCCTGGCTCCCGCAGGCCGCTAGTAGTCCGCGCCAGGCCCC

[l e |+ zeees]ee|zeas|]||c|zette]||[ctte|]||]||]|]|cttttes]]|]z::4+

1141 AGATAGCGGTTTTTTTTATTTTTGGTTTTCGTAGGTCGTTAGTAGTTCGCGTTAGGTTTC

89 90 91 92 93

1201 GCCGGCGCCTCTAGGGCCCCCCAGATCGCGCAGACCCTGACATCCCCGCCTGGCCCTGGG
ek R R R e R R R s N R R Y

1201 GTCGGCGTTTTTAGGGTTTTTTAGATCGCGTAGATTTTGATATTTTCGTTTGGTTTTGGG

94 95 96 97 98 99

1261 TTCTGGGAGCTGAGAGCCGGCCAGGGTCCTGCTCGTACCTCCGGGCGCCCAGCCTCGGGT

IR R N s L R N R R N s A E R N s N A ks N
1261 TTTTGGGAGTTGAGAGTCGGTTAGGGTTTTGTTCGTATTTTCGGGCGTTTAGTTTCGGGT
100 101 102 103 104

L-For

—

1321 CTGCTCCCCGCGGACGCCCCAACCTCCCCGGCCGAATGGATGGTGGTGCGCGCGCGTCCT
s s eeettrd| | Frczae| | saat|ctt| | ||| ]|]]]]|F+ttttses]:z]|

1321 TTGTTTTTCGCGGACGTTTTAATTTTTTCGGTCGAATGGATGGTGGTGCGCGCGCGTTTT

105 106 107 108 109 110 111 112 113

1381 ACTCCGGCGGTGCCGGCCTTTTCTGTTGCCAAAACTAGACCCAAACCTCTGCATGGGATT
|2 [at | | [l za | [ [l [ [Tz [Pzl =zl laslal =] [][]]]

1381 ATTTCGGCGGTGTCGGTTTTTTTTGTTGTTAAAATTAGATTTAAATTTTTGTATGGGATT

114 115 116
1441 CGTCTTTGGGTCCCCACCCCGTGCGCCCAGCAAACAGTGGGTGAGCCATGAAGATGTGCG

wk s [ |[ezzefzaedt| [dtbzaa [ [ [ [ [LLITPIT =l TIPETTIT++

1441 CGTTTTTGGGTTTTTATTTCGTGCGTTTAGTAAATAGTGGGTGAGTTATGAAGATGTGCG

117 118 119 120
O-For

>

1501 AGTCAGCCGGACCCTCCCCGTCAGGCGCGGACCCGCTGCGGCCAGAGAACCCAGTCTGCG

[ ]e] et |zee|eeett|e| ||tk ]| | cette| |+ | || |||z ]]:]]|++
1501 AGTTAGTCGGATTTTTTTCGTTAGGCGCGGATTCGTTGCGGTTAGAGAATTTAGTTTGCG
121 122 123 124 125 126 127
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1561 CCAGCCCGGCTCGCTCGCGAAGCCACGGGCTTCACTGACGCGACTTTCCAAGACGTGGGG

R R e R R R R R R R s s E A R R R R AR AR
1561 TTAGTTCGGTTCGTTCGCGAAGTTACGGGTTTTATTGACGCGATTTTTTAAGACGTGGGG
128 129 130 131 132 133 134 135

|

1621 GTCACCATGGGCAGAGGACATCGGTTCGGAGCCAGATCACGGGCCCCATAAGCATCAGAC
Ileles [ITIT L LTl I+l Il ee |l I T e+ fezes [ LTl ]e]]]:

1621 GTTATTATGGGTAGAGGATATCGGTTCGGAGTTAGATTACGGGTTTTATAAGTATTAGAT

136 137 138
UnMet-For >

1681 CATAAGCAGCGCCGCCACTGAGAGCCGCTCGGAACTCGCCCAGCATGTCGGGTCCCCTAG

S| LN el [ apedtea [ | [ [ ] etz |t ] | [a|abaza[[o][[]#+]]]z22:]]]
1681 TATAAGTAGCGTCGTTATTGAGAGTCGTTCGGAATTCGTTTAGTATGTCGGGTTTTTTAG
139 140 141 142 143 144

| O-Rev
UnMet-Rev

T ———

1741 CCAGGGCCTGGTGTACGTGGTCGAGGGCCCTGGAAGCCCCGATGGCCTAGGAGGAGCAGG

AR R s N e N R N N RN R NN R NN RN NN
1741 TTAGGGTTTGGTGTACGTGGTCGAGGGTTTTGGAAGTTTCGATGGTTTAGGAGGAGTAGG
145 146 147

O-Rev

1801 CGGGCGGGGCGGCGGGTGTCGCTGGCCGGTAGAGAGCTTCGGCCTGACCTAGCGCAGGTC

wb | [ [ | [ [k || [ba || [t [ [l ze | [za] ] [++:]]]]:

1801 CGGGCGGGGCGGCGGGTGTCGTTGGTCGGTAGAGAGTTTCGGTTTGATTTAGCGTAGGTT

148 149 150 151 152 153 154 155

1861 TGGTGCGCGCAGAGAACAACTCCAAGCGCACCGACGCCCGCGAGCTCCTTCCAAACACCG

[T+ | L)L e feee ]| [#te] et |dteetttt| [z ]| ||| ]:] 4+

1861 TGGTGCGCGTAGAGAATAATTTTAAGCGTATCGACGTTCGCGAGTTTTTTTTAAATATCG
156 157 158 159 160 161 162 163

1921 AACGGGATCCAGAGCCCGAGCCCACAGGCGGCGGCCGGGGGAGGGAGCAGGGTGCTGGCC

N N s B N N e s s NN N N NN NN A NN NN N

1921 AACGGGATTTAGAGTTCGAGTTTATAGGCGGCGGTCGGGGGAGGGAGTAGGGTGTTGGTC
164 165 166 167 168 169

1981 GCCGCCCGGGAGTGTTCGCGTCCTGGGTGACCCCTGGAAGGACGTGGGGCCCAAACTCCG

dabbradd ||| [ [ttt ]aa | [[[[]Tezaz [ [IIPITI#][[[z22]]]z]:44

1981 GTCGTTCGGGAGTGTTCGCGTTTTGGGTGATTTTTGGAAGGACGTGGGGTTTAAATTTCG

170 171 172 173 174 175

2041 GCTGGGGTTGGGAGAGCAGCCCCCAGAGGCTCTCCGCGGGATCCTCTGCCGGGCGGGACC

RN N N N R e N N R A N s N s N

2041 GTTGGGGTTGGGAGAGTAGTTTTTAGAGGTTTTTCGCGGGATTTTTTGTCGGGCGGGATC
176 177 178 179 180

2101 GTGGCTCCACAGGAGAAGTGGGTGGCAAGCCCTGCTTGGCGGAAAGCAGCCGTTCCCCTC

N R NN N NN R N N s RN NN N U

2101 GTGGTTTTATAGGAGAAGTGGGTGGTAAGTTTTGTTTGGCGGAAAGTAGTCGTTTTTTTT

181 182
' L-Rev

2161 CTCCTGGGCCTGGGGCGGCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCG
sl || ezl || FF|Fteeee e |eeee| || |eeetteeee|s|eeee||||z::+t

2161 TTTTTGGGTTTGGGGCGGCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCG
183 184 185 186



2221 CCGGCCACATCCCCTGCCCCTTGGATTCCAAGCGCCCCGCGCGCCGAGGAGCCCAGCGCT
skt s | eses | [esaa [ ||| ]ee|]||#tsccttttttett||]|]||zz:]|++:]
2221 TCGGTTATATTTTTTGTTTTTTGGATTTTAAGCGTTTCGCGCGTCGAGGAGTTTAGCGTT
187 188 189 190 191 192 193
2281 AGTGGCGGCGGCCAGGAGAGACCCGGGTGTCAGGAAAGATGGGCCGTCTGGGGGACAGCA
BN s R NN RN s NN N RN R R NN e R NN R
2281 AGTGGCGGCGGTTAGGAGAGATTCGGGTGTTAGGAAAGATGGGTCGTTTGGGGGATAGTA
194 195 196 197
2341 GGGAGTCCGGGGGAAACGCAGGCGTCGGGCACAGAGTCGGCACCGGCGTCCCCAGCTCTG
BN NN e B e e N R RN N e K K b KRR RN
2341 GGGAGTTCGGGGGAAACGTAGGCGTCGGGTATAGAGTCGGTATCGGCGTTTTTAGTTTTG
198 199 200 201 202 203 204
2401 CCGAAGATCGCGGTCGGGTCTGGCCCGCGGGAGGGGCCCTGGCGCCGGACCTGCTTCGGC
sk ||| [ [ttt | [ [ | ||| [ ettt [ [ [ [ || [zzz]|[#hadt][ez]]z][++]:
2401 TCGAAGATCGCGGTCGGGTTTGGTTCGCGGGAGGGGTTTTGGCGTCGGATTTGTTTCGGT
205 206 207 208 209 210 211 212 213
2461 CCTGCGTGGGCGGCCTCGCCGGGCTCTGCAGGAGCGACGCGCGCCAAAAGGCGGCGGGAA
o [ ||[ ]z [dbadt| o] | 2| || ][ #]dbtbtes [ ||| |+4]++]]]]
2461 TTTGCGTGGGCGGTTTCGTCGGGTTTTGTAGGAGCGACGCGCGTTAAAAGGCGGCGGGAA
214 215 216 217 218 219 220 221 222 223
2521 GGAGGCGGGGCAGAGCGCGCCCGGGACCCCGACTTGGACGCGGCCAGCTGGAGAGGCGGA
[ LT[ ] [tz et | [ fzazd |2 [ || ][4tz | [ ][] ]]]++]]
2521 GGAGGCGGGGTAGAGCGCGTTCGGGATTTCGATTTGGACGCGGTTAGTTGGAGAGGCGGA
224 225 226 227 228 229 230 231
2581 GCGCCGGGAGGAGACCTTGGCCCCGCCGCGACTCGGTGGCCCGCGCTGCCTTCCCGCGCG
[ttt | | [T ee ||| eecttetttd]c |44 ]| |zetttte||z2e]]cttttt+
2581 GCGTCGGGAGGAGATTTTGGTTTCGTCGCGATTCGGTGGTTCGCGTTGTTTTTTCGCGCG
232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242
2641 CCGGGCTAAAAAGGCGCTAACGCCCGCGGCCGCCTACTCCCCGCGGCGCCTCCCCTCCCC
AR R R S s e D B s s s A R EE R RS
2641 TCGGGTTAAAAAGGCGTTAACGTTCGCGGTCGTTTATTTTTCGCGGCGTTTTTTTTTTTC
243 244 245 246 247 248 249 250 251 252
2701 GCGCCCATATAACCCGCCTAGGGGCCGGGCAGCCCGCCCIGCCTCCCCGCCCGCGCACCC
dtsse || ||| |settee ||| |et||e][eetteeef|se]ceettecttdts|cct
2701 GCGTTTATATAATTCGTTTAGGGGTCGGGTAGTTCGTTTTGTTTTTTCGTTCGCGTATTC
253 254 255 256 +1 257 258 259 260
2761 GCCCGGAGGCTCGCGCGCCCGCGAAGGGGACGCAGCGAAACCGGGGCCCGCGCCAGGCCA
AR R et e s A R RN R A R A R R A N R s e s AR Y
2761 GTTCGGAGGTTCGCGCGTTCGCGAAGGGGACGTAGCGAAATCGGGGTTCGCGTTAGGTTA
261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271
2821 GCCGGGACGGACGCCGATGCCCGGGGCTGCGACGGCTGCAGGTAGGAGGCCCAGGGCCGG
| st [ | [t | [bat | [ [ 2o | [ || [t 2 [ [ [ [[IT]]]]]z22][]]z4+]
2821 GTCGGGACGGACGTCGATGTTCGGGGTTGCGACGGTTGTAGGTAGGAGGTTTAGGGTCGG
272 273 274 275 276 277 278 279
2881 GGGGCGGTTCGGCTCCGCGGGCGGGGGCTGGAGCGCAGCGCTGGGCAGGCACCTGGGCTC
| [ L]t ] [ [ e [t | [ [ [ [ ||| [z [ [#ba | [ [z ]z]zz]]]]:]+
2881 GGGGCGGTTCGGTTTCGCGGGCGGGGGTTGGAGCGTAGCGTTGGGTAGGTATTTGGGTTC
280 281 282 283 284 285 286 287
2941 GCAGCTCCGAAGCTGGGAGGTGAGGGGAGAGCGATCGGGGACGAGCTGGGACAAGGCGAC
s s R NN A N N N N N N e R N NN RN R Ea K
2941 GTAGTTTCGAAGTTGGGAGGTGAGGGGAGAGCGATCGGGGACGAGTTGGGATAAGGCGAT
288 289 290 291 292
3001 ACAGGGGCTCCCTCGGAGTTGGATCGGCCCCTGGGACTTGGCGCTCGCGAGAGGCTGGAG
L2l LI e feza [t FILLIT I zzza [ [ ][ ][ [#+a | #ttt [ ][] ]]]
3001 ATAGGGGTTTTTTCGGAGTTGGATCGGTTTTTGGGATTTGGCGTTCGCGAGAGGTTGGAG
293 294 295 296 297
3061 CGGCCAGAGTCTAGCCTGCGAGGAGACGCGGGTCCTGCCCTCAGCGCCGGCCGCCTTTGG
waa [ [l [Tz [+ [ ][] [#ttt] | [az]zza]z][dbett]zttzz|]]]
3061 CGGTTAGAGTTTAGTTTGCGAGGAGACGCGGGTTTTGTTTTTAGCGTCGGTCGTTTTTGG
298 299 300 301 302 303 304



3121 CGCCAAAGACAGCCCCGCAGGGGTTCCGGGAGGGCCCTCCTCCTGCTGTCCCCTCTCCAC

e R R s N R s R R R R R A E A AR R R E
3121 CGTTAAAGATAGTTTCGTAGGGGTTTCGGGAGGGTTTTTTTTTTGTTGTTTTTTTTTTAT
305 306 307
3181 CCCGGGCTCCGAGGGCCGTTGGGAGGGTAACCCCGGGAAGAGGCCGGGGTGCGGGGCGCG
sab| | sk || [tk | || [[I] I zzztb [ [I]I ][zt ][] [#4] ] [+t
3181 TTCGGGTTTCGAGGGTCGTTGGGAGGGTAATTTCGGGAAGAGGTCGGGGTGCGGGGCGCG
308 309 310 311 312 313 314 315

3241 GGTGCAGGTGGAAATCGCCAGCAAGCTCCTCCCCGCCCGCGCGCTCCCTCCG

|1 [T [ +ee | N i s o o 4+

3241 GGTGTAGGTGGAAATCGTTAGTAAGTTTTTTTTCGTTCGCGCGTTTTTTTCG
316 317 318 319 320 321

Figure 13 : Représentation de la séquence de l'ilot CpG et des amorces MS-PCR.

La ligne supérieure représente la séquence native. La séquence inférieure représente la
séquence apres conversion des C en dehors des ilots CpG laissés arbitrairement non
convertis. Les « | » indiquent les nucléotides non ciblés par la conversion, les « : », les C hors
CpG et les « ++ » colorés en rouges et surlignés en jaune indiquent les CpG, numérotés en
rouge sous la séquence inférieure. Le premier nucléotide transcrit (+1) est figuré en bleu. Les
amorces sont indiquées par des fleches en direction 3’ sous la séquence. En gras sont
positionnées les amorces dans la séquence convertie.

Différentes stratégies de MS-PCR ont été mises en place : des MS-PCR réalisées sur

les matrices converties en une étape (MS-PCR directes) et en deux étapes (MS-PCR nichées).

C - MS-PCR directes

Dans un premier temps nous avons utilisé le couple d’amorces Met/UnMet couvrant
la région située environ 1000 nucléotide avant le premier nucléotide transcrit (amorces
Met/UnMet de la figure 13).

Nous avons commencé par vérifier la spécificité des amplification MS-PCR utilisant
des témoins commerciaux (méthylés et déméthylés chimiquement puis traités au bisulfite),
dans les conditions listées dans le tableau du matériels et méthodes (Tableau IV). Les

résultats sont présentés en figure 14.
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PCR Met PCR UnMet
Taille attendue : Taille attendue :
109 pb 111 pb

MM ADN ADN MM ADN ADN

M u M u

200 pb —

100 pb —

Figure 14 : Test des MS-PCR directes sur des ADN témoins commerciaux méthylés (ADN M)
ou déméthylés (ADN U) puis convertis. Les deux PCR ont été réalisées sur 20 ng d’ADN en
40 cycles.

La PCR Met a fourni un amplicon a la taille attendue uniquement pour ’ADN Met. En
revanche, en dépit de la multiplication des tentatives (modifications des températures
d’hybridation, changement de I'enzyme, variation des amorces testées...), il a été impossible

d’obtenir un amplicon spécifique de la PCR UnMet. Il a donc été nécessaire de procéder par

PCR nichées.

D - MS-PCR nichées

1 - Mises au point sur ADN témoins et lignée XG5

Apres conversion au bisulfite une premiere PCR est réalisée en utilisant des amorces

amplifiant sans distinction ADN méthyle et non méthylé (ne couvrant donc pas de CpG). Le

produit de cette premiére PCR, que I'on appellera par la suite PCR L, est purifié et sert de

matrice aux MS-PCR nichées.
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Trois PCR nichées sont réalisées: une PCR Met, une PCR UnMet et une PCR de
guantification ou PCR Q. Les amorces de cette derniere PCR ne couvrent pas de CpG et
I’efficacité de la PCR Q ne dépend donc pas du statut de méthylation de 'ADN. Cette PCR
permet de s’assurer que les variations d’intensité qui sont observées dans les PCR Met et
UnMet entre les différents échantillons ne sont pas liées a une différence de quantité d’ADN

amplifiée par la premiere PCR. Ce processus est illustré en figure 15.

] I Amorces L—-Sans CpG

- PCR L - CpG-indépendante
- Purification du produit = élimination des amorces

Matrice pour les PCR nichées

I I Amorces Q — sans CpG
[ [ Amorces Met
[ ] [ ] Amorces UnMet

PCR “UnMet” / \ PCR “Met”
I— —
PCRQ
s N ?rOdUIt de I‘a. PCB Q
» Quantification

Figure 15 : Stratégie d’amplification par MS-PCR nichées.

Les amorces des quatre PCR sont positionnées dans la figure 13 et leurs séquences

sont indiquées dans le tableau Ill du matériels et méthodes. Les PCR nichées ont ainsi été

réalisées suivant les spécifications présentées dans le tableau IV.
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Nous avons commencé par tester cette méthode sur les ADN témoins commerciaux,
puis sur une premiére lignée, XG5. Les résultats obtenus sont en figure 16.

XG5
TP5 3del/mut

- + 5 uM décitabine J3

pcrver NN
pcrunvier HENEEEE N
rcra I X

Figure 16 : test des PCR nichées sur ADN commerciaux et ADN XG5. Analyse de la
méthylation par MS-PCR nichées dans les lignées. La PCR L a été réalisée en 25 cycles sur 60
ng d’ADN converti pour les lignées et 20 ng pour les témoins commerciaux. La PCR Met a été
réalisée en 17 cycles, la PCR UnMet a été réalisée en 20 cycles et la PCR Q en 19 cycles.

Contrairement aux PCR directes, les PCR M, U nichées permettent de produire un
amplicon spécifiguement dans les témoins M et U. La PCR Q fonctionne quant a elle de
facon similaire pour les deux témoins commerciaux (figure 16, partie gauche).

Les résultats obtenus avec la lignée XG5 (figure 16, partie droite) semblent indiquer
une méthylation du promoteur en condition contrdle (obtention d’un amplicon par la PCR
Met uniqguement) et une déméthylation consécutive au traitement a 5 UM de décitabine
pendant trois jours (disparition de I'amplicon UnMet obtenu et obtention d’'un amplicon

UnMet). L'amplicon de quantification est quant a lui comparable dans la condition controle

et dans la condition traitée.
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Afin de nous assurer de la spécificité des amplicons, nous avons procédé au
séquencage selon la méthode de Sanger d’incorporation de nucléotides di-desoxy. Les
amplicons ont été séquencés en utilisant les mémes amorces que celles utilisées pour
I'amplification. Les résultats obtenus sont sous forme de chromatogramme et sont

présentés en figure 17.

Séquence non-convertie GCCCCATAAGCATT AGACCATAAGCAGCGCCGCCACTGAGAGTCGCTCGGAACTCGCCCA

Séquence méthylée convertie GTTTTATAAGTATT AGATTATAAGTAGCGTCGTTATTGAGAGTCGTTCGGAATTCGTTTA
(obtenue)

Pic de « C » non converti

T

Chromatogramme XG5 ¢ ¢ ‘ ¢
Controle, amplicon Q

Figure 17 : Spécificité de la séquence amplifiée et efficacité de la conversion au bisulfite.
« Controle » signifie ici qu’il s’agit de la lignée non traitée.

Des pics de cytosines rémanentes, en dehors des CpG ont été obtenus dans le cadre
de ces séquencages, témoignant d’'une conversion au bisulfite imparfaite. Aussi avons-nous
cherché a améliorer I'efficacité de cette conversion car la fiabilité des techniques d’études
de la méthylation de I’ADN basées sur la conversion au bisulfite dépend de I'efficacité de
ladite conversion au bisulfite. En effet, une conversion imparfaite des cytosines non
méthylées rend difficile de distinguer si la cytosine restante d’'un CpG correspond a une

méthylation ou a un artefact.
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2 - Amélioration de la conversion au bisulfite.

Nous avons tenté d’améliorer I'efficacité de la conversion au bisulfite. Les étapes

principales de la conversion au bisulfite sont représentées en figure 18.

NH,
N Hso3 )\)j\ b\
NH}
Cytosine Cytosine Uracile Uracile
sulphonate sulphonate

Figure 18 : la conversion au bisulfite et ses principales étapes.

L’étape de sulfonation (transformation de la cytosine en cytosine sulphonate) est
critique et parfois peu efficace. En marge du premier procotole — conforme aux instructions

du fabricant — un second a été utilisé(lzzi et al., 2014).(Tableau XI).

Mode de conversion 1 Mode de conversion 2
20sa95°C 10 sa 95 °C
x [[10 s & 95 °C [30sa95°cC
120 min & 58 °C 60 min & 50 °C

Tableau XI : différents cycles de température utilisés pendant la sulfonation.

2 ug des mémes ADN de lignées ont été convertis en utilisant les deux protocoles.
Apres conversion, des PCR ont été réalisées (le nombre de cycle a été augmenté pour les

MS-PCR pour permettre, le cas échéant, un séquencage).
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XG5
L F L

- + SuM decitabine 13

PCR Met - —
PCRUNMet [
PCRQ - —

Figure 19 : Amplification pré-séquencage sur ADN XG5. La PCR L a été réalisée en 25 cycles
sur 60 ng d’ADN converti, la PCR Met en 19 cycles, la PCR UnMet en 22 cycles et la PCR Q en
19 cycles.

A partir de ces amplifications, les produits de la PCR Q ont été séquencés. Les
résultats obtenus sous forme de chromatogrammes (figure 20) permettent de comparer les
deux modes de conversion, tout en s’assurant que I'amplicon obtenu correspond bien a la
séquence d’intérét.

Séquence non-convertie GCCCCATAAGCATT AGACCATAAGCAGCGCCGCCACTGAGAGTCGCTCGGAACTCGCCCA

Séquence méthylée convertie GTTTTATAAGTATT AGATTATAAGTAGCGTCGTTATTGAGAGTCGTTCGGAATTCGTTTA
(obtenue)

A Pic de « C » non converti

Chromatogramme XG5
Controle, amplicon Q
Mode de conversion 1

B

Chromatogramme XG5
Controdle, amplicon Q
Mode de conversion 2

Figure 20 : Comparaison de deux modes de conversion au bisulfite a I'aide du Kit d’Active
motif. A — Chromatogramme obtenu a 'aide du mode de conversion proposé par le Kit. B —
Chromatogramme obtenu a l'aide du mode de conversion repris depuis lzzi et al., 2014..
« controle » signifie ici qu’il s’agit de la lignée non traitée.
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Les chromatogrammes obtenus montrent que ce second mode de conversion est
plus efficaces : les pics de cytosines rémanents (fleches bleues) ont disparu. Ce dernier mode

de conversion a été adopté.

3 - Résultats des MS-PCR nichées sur les lignées

Afin d’établir le niveau de méthylation aux positions explorées en condition basale,
des cellules des lignées BCN, JIN3, JIM3, KMS12PE, LP1, XG5 et XG6 ont été traitées ou non
pendant 3 jours avec 5 uM de décitabine. Les résultats sont présentés en figure 21.

BCN JIN3 JIM3 KMS12PE  LP1 XG5 XG6
TP53 wt/Wt TP5. 3KD TP5. 3del/mut TP5. 3de//mut TP5. 3del/mut TP5. 3de//mut TP53 Wt/wt
U

- + 5 uM décitabine J3

- + - + - + - + - + - +
perver [ I I T B
SR Wy ®® w.]  | s
rcra I R X T

Figure 21 : Analyse de la méthylation par MS-PCR nichées dans les lignées. La PCR L a été
réalisée sur 60 ng d’ADN converti pour les lignées. La PCR Met a été réalisée en 17 cycles, la
PCR UnMet a été réalisée en 20 cycles et la PCR Q en 19 cycles.

Le nombre de cycles a été optimisé pour chaque PCR afin de pouvoir faire une
analyse semi-quantitative. Dans toutes les lignées, la quantité d’ADN amplifiée par PCR-M

est nettement plus importante que pour la PCR U pour laquelle on ne détecte qu’une tres

faible bande Unmet . Ceci suggére une méthylation de la séquence.
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Le traitement par 5 uM de décitabine pendant 72 h a quant a lui conduit a une
diminution de I'intensité de la bande obtenue par PCR Met dans les lignées JIN3, XG6, mais
surtout dans les lignées JIM3, KMS12PE et XG5. En paralléle, le traitement a induit une
augmentation de 'intensité de la bande UnMet de ces trois lignées.

Ces résultats semblent indiquer que le traitement a la décitabine a conduit a une
déméthylation des CpG couverts par les amorces Met et UnMet de ces trois lignées

Par ailleurs pour s’assurer de la bonne spécificité des réactions de PCR les produits de
PCR obtenus avec la lignée XG5 ont été séquencés.

Le produit des PCR Met séquencé en condition contréle montre une sélectivité a
I’encontre de la séquence méthylée. De méme, le produit des PCR UnMet en condition traité
montre une sélectivité a I'encontre de la séquence déméthylé. Le séquencage de la PCR Q
montre quant a elle que la séquence contrdle est majoritairement méthylée tandis que le
traitement pendant 3 jours a concentration de 5 uM conduit a une déméthylation au moins
partielle de la séquence. Ces séquengages tendent a valider les résultats obtenus par MS-

PCR.
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E- Pyroséquencage de la zone ciblée par les MS-PCR

1 - Principe de la technique

Comme les MS-PCR ne sont que le reflet de I'état de méthylation de quelques CpG
ciblés par les amorces et comme la quantification des PCR Met et Unmet reste
approximative, nous avons entrepris le pyroséquencage de la région. Le pyroséquencage va
permettre d’obtenir une donnée quantitative de I'état de méthylation de chacun des CpG de
la région séquencée.

De méme que précédemment, les PCR préalables aux pyroséquencages sont des PCR
nichées avec des amorces ne recouvrant pas de CpG. Lors de la PCR nichée une des deux
amorces est marquée avec de la biotine a son extrémité 5’. En utilisant des billes de
sépharose couvertes de streptavidine, le produit biotinylé est purifié, puis dénaturé avant

hybridation du brin biotinylé avec des amorces de pyroséquencage (Figure 22).

5 Produit de PCR L purifié = matrice de la PCR pré-pyroséquengage nichée

[ ¥
,
Amorce 5 3 31
biotinylée en 5’

Amplification par PCR N l
.
o g I
3’ 5

Purification avec billes de streptavidine-Sepharose e

Dénaturation (81°C)

Hybridation avec amorces de pyroséquencage

5

| Pyroséquencage |

Figure 22 : Préparation des échantillons pour le pyroséquengage.
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Lors du pyroséquencage, les nucléotides sont ajoutés un a un selon la séquence a
analyser. Si la DNA polymérase intégre le nucléotide a la synthése du brin, il va y avoir
libération de pyrophosphate. Ce pyrophosphate va étre utilisé pour la catalyse d’ATP
(Adénosine Tri-Phosphate) a partir d’Adénosine 5 phosphosulfate (APS) par une ATP
sulfurilase. L’ATP ainsi obtenu va étre utilisé par la luciférase, provoquant I'émission d’un
signal lumineux (Figure 23). Ce signal va étre détecté et, dans le cas d’'un mélange C/T (ou

G/A pour le brin complémentaire), I'intensité du signal indique le niveau de méthylation.

@_5,

@_5,

ATP

Sulfurylase

PPi + APS ATP + Luciférine \
b =
<€— oxyluciférine /
b
>
(]
£
: 7
=
9 Détection par
2 ok € le pyroséquenceur
(]
£
ESTCAGT

Séquence

Figure 23 : principe de la réaction de pyroséquencage
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2 - Pyroséquencage des CpG couverts par les amorces de MS-PCR

Afin de pyroséquencer la séquence ciblée par les MS-PCR précédentes, la méme PCR-
L a été réalisée dans les mémes conditions que précédemment avant d’étre purifiée et de
servir de matrice a une PCR nichée Q réalisée avec une amorce sens marquée par de la
biotine.

Par ailleurs, des amorces de pyroséquencage ont été désignées afin de
pyroséguencer notamment les CpG couverts par les amorces de MS-PCR utilisées, de facon a
comparer les résultats obtenus par les deux approches. L'amorce biotinylée étant I'amorce
forward. les amorces de pyroséquencage sont en reverse.

Les amorces d’amplification et de pyroséquencage (Préfixe PS-) utilisées sont
indiquées en figure 24, leurs séquences étant respectivement présentées en tableaux V et

VI.

1441 CGTCTTTGGGTCCCCACCCCGTGCGCCCAGCAAACAGTGGGTGAGCCATGAAGATGTGCG

wkl s [ fezsa ezt [taaa [ [ [lz[[LITTLITTaTPTTTITT]++
1441 CGTTTTTGGGTTTTTATTTCGTGCGTTTAGTAAATAGTGGGTGAGTTATGAAGATGTGCG
117 118 119 120

0-For-BIOTYNILEE

>

1501 AGTCAGCCGGACCCTCCCCGTCAGGCGCGGACCCGCTGCGGCCAGAGAACCCAGTCTGCG

[| || |ett| | eee ettt | ||t oot | [H e[ ||| ||| || |++
1501 AGTTAGTCGGATTTTTTTCGTTAGGCGCGGATTCGTTGCGGTTAGAGAATTTAGTTTGCG
121 122 123 124 125 126 127
1561 CCAGCCCGGCTCGCTCGCGAAGCCACGGGCTTCACTGACGCGACTTTCCAAGACGTGGGG
R R e N R R R R R Eaasd EA R R R DR R A R AR
1561 TTAGTTCGGTTCGTTCGCGAAGTTACGGGTTTTATTGACGCGATTTTTTAAGACGTGGGG
128 129 130 131 132 133 134 135

1621 GTCACCATGGGCAGAGGACATCGGTTCGGAGCCAGATCACGGGCCCCATAAGCATCAGAC

R R e A N R s A R A A N A A R R
1621 GTTATTATGGGTAGAGGATATCGGTTCGGAGTTAGATTACGGGTTTTATAAGTATTAGAT
136 137 138

PS1-Rev

<
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1681 CATAAGCAGCGCCGCCACTGAGAGCCGCTCGGAACTCGCCCAGCATGTCGGGTCCCCTAG

SRR e s R R e R R R R R R RN R A R R R R
1681 TATAAGTAGCGTCGTTATTGAGAGTCGTTCGGAATTCGTTTAGTATGTCGGGTTTTTTAG
139 140 141 142 143 144

PS2-Rev
I

1741 CCAGGGCCTGGTGTACGTGGTCGAGGGCCCTGGAAGCCCCGATGGCCTAGGAGGAGCAGG

SRR A s AR NN RN e NN AN N NN RN
1741 TTAGGGTTTGGTGTACGTGGTCGAGGGTTTTGGAAGTTTCGATGGTTTAGGAGGAGTAGG
145 146 147

4 O-Rev
|

1801 CGGGCGGGGCGGCGGGTGTCGCTGGCCGGTAGAGAGCTTCGGCCTGACCTAGCGCAGGTC

AR R R R A R R R R R R R R R N R R R R AR
1801 CGGGCGGGGCGGCGGGTGTCGTTGGTCGGTAGAGAGTTTCGGTTTGATTTAGCGTAGGTT
148 149 150 151 152 153 154 155

Figure 24 : Position des amorces d’amplification pré-pyroséquencage et des amorces de
pyroséquencage.
Les résultats obtenus par pyroséquencages sont donnés par le logiciel sous la forme

présentée en figure 25.

pr1-11] SOUPUPIUPRN  _ _ _ | FP I 11 o o o o | RN - - - - N - - - D Y- - - - - I
pr0 1] SRR _ _ _ | SN || = o © o | P ] S - < o | - - o N [ -

150 -----.- - [ ... ... ... _ SIS |..... R P TR, . - - - R - - o R - o o -

Figure 25 : chromatogramme fourni par le logiciel de Pyromark de Qiagen. La séquence ici
est celle obtenue a I'aide de I'appareil dans le cadre du pyroséquencage. Il s’agit d’une
intensité de fluorescence qui est proportionnelle au nombre de bases détectées. En effet
lorsque plusieurs bases consécutives sont de méme nature, un seul pic est obtenu. Les zones
surlignées en gris correspondent aux CpG (il s’agit d’un séquencage « for »), le pourcentage
indiqué au dessus dans un cadre de couleur correspond au pourcentage de C obtenu, donc
de méthylation. Pour ces positions pouvant prendre la valeur d’un C ou d’un T, la cytosine
est envoyée dans la chambre de réaction avant la thymine si la (ou les) base(s) précédente(s)
étai(en)t une thymine, sinon, la machine procéde dans I'autre sens. Ce qui explique I'ordre
des pics présentés ci-dessus.
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Le logiciel donne le pourcentage de C (de G dans la séquence reverse) correspondant
donc au taux de méthylation. En outre, I'appareil analyse la validité de la mesure et donne
trois niveaux de certitude :

- Bleu:la mesure est slire

- Jaune : la mesure est douteuse

- Rouge : la mesure n’est pas fiable.

La fiabilité de la mesure dépend de la hauteur des pics vis a vis du bruit de fond et du
taux de conversion de I’ADN (mesuré par I’évaluation de la proportion de C dans un T issu de
conversion).

Ces chiffres ont été retraités en acceptant un seuil de conversion de |'ordre de 95 %.
En dessous de ce seuil, les valeurs sont considérées comme douteuses ou pas fiables.

Conservant le méme code couleur que proposé par le logiciel (couleur bleu : résultats
fiables, jaune : résultats douteux, rouge : résultats non fiables) de l'interface, les résultats

obtenus a I'issue de ces premiers pyroséquencages figurent dans le tableau XII.

Numéro des CpG 131[132]133] 134[135] 136 137[138] 139] 140{141]142] 143[ 144
Amorce de pyroséquencage PS1-Rev PS2-Rev
JIN3 Ctrl 521520 |47 [41 8898 39|34 [65[55[90[40 |69
JIN3 5uM déci J4 21 18|30 |29 |56 | 65 |50 | 66
éKMSlZPECtrI 95 91 67 84 94 97 94 90
= [KMS12PE 5uM déci I3 99 90 74 92 88 98 91 99
Z |1363 Ctrl 99 96 63 88 90 85 89 99
5 1363 5uM deéci Ja 74 70 32 43 60 72 46 59
MDN Ctrl ORCEM 41 |45 60 [ 78 | 48 | 42

MDN 5uM déci J4 100 90 50 60 70 94 60 60

Tableau XII: résultats des pyroséquencages ciblant la séquences des MS-PCR. En bleu
figurent les résultats fiables, en jaune les résultats douteux, en rouges les résultats non
fiables. Pyroséquencages réalises a partir du Kit Pyromark Gold de Qiagen.

Ces résultats sont dans I'ensemble non fiables ou douteux. A ce titre, il n’a pas été

possible d’interpréter les données obtenues par ces pyroséquencages.
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Ces résultats pouvant étre attribués a la structure de I’ADN, a sa richesse en CpgG, il a
été décidé de procéder a d’autres pyroséquencages portant sur une autre région de l'ilot. La
seconde moitié de I'ilot CpG contenant le premier nucléotide transcrit était particulierement
intéressante. Mais cet intérét reposait non seulement sur la présence du premier nucléotide

transcrit, mais également a la tres forte densité en CpG (Figure 26).

3- Pyroséquencage de la derniere partie de l'ilot
De méme que précédemment, des amorces d’amplification et de pyroséquencage

sont choisies selon le méme mode opératoire.

2101 GTGGCTCCACAGGAGAAGTGGGTGGCAAGCCCTGCTTGGCGGARAGCAGCCGTTCCCCTC
s A NN NN N N R N R s R NN N s AR K

2101 GTGGTTTTATAGGAGAAGTGGGTGGTAAGTTTTGTTTGGCGGAAAGTAGTCGTTTTTTTT

181 182
Ll1-For >

Q0l1-For

>

2161 CTCCTGGGCCTGGGGCGGCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCG

sles ||| [ee| ||| |#+]|Freeee|e]|eeee||]||seetteece|es]eeee]|]|]| ]+t
2161 TTTTTGGGTTTGGGGCGGCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCG
183 184 185 186
2221 CCGGCCACATCCCCTGCCCCTTGGATTCCAAGCGCCCCGCGCGCCGAGGAGCCCAGCGCT
st s reae | [rzaa | ||| ]ee]]|#Feeettttttett]|||||zze]]++:]
2221 TCGGTTATATTTTTTGTTTTTTGGATTTTAAGCGTTTCGCGCGTCGAGGAGTTTAGCGTT
187 188 189 190 191 192 193

QlaPSl1-For

e

2281 AGTGGCGGCGGCCAGGAGAGACCCGGGTGTCAGGAAAGATGGGCCGTCTGGGGGACAGCA

BN s R NN N N N N N s E AR N R
2281 AGTGGCGGCGGTTAGGAGAGATTCGGGTGTTAGGAAAGATGGGTCGTTTGGGGGATAGTA
194 195 196 197

QlaPS2-For

2341 GGGAGTCCGGGGGAAACGCAGGCGTCGGGCACAGAGTCGGCACCGGCGTCCCCAGCTCTG

N B N b e N N e R s b R K
2341 GGGAGTTCGGGGGAAACGTAGGCGTCGGGTATAGAGTCGGTATCGGCGTTTTTAGTTTTG
198 199 200 201 202 203 204

—

2401 CCGAAGATCGCGGTCGGGTCTGGCCCGCGGGAGGGGCCCTGGCGCCGGACCTGCTTCGGC

AR A R R R s e A R R R R EE R R R A A R R R R A RS E
2401 TCGAAGATCGCGGTCGGGTTTGGTTCGCGGGAGGGGTTTTGGCGTCGGATTTGTTTCGGT
205 206 207 208 209 210 211 212 213

QlaPSM1-Rev

A
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2461 CCTGCGTGGGCGGCCTCGCCGGGCTCTGCAGGAGCGACGCGCGCCAAAAGGCGGCGGGAA

R R A R s A R R R RS e s s s R R R AR RS R AR
2461 TTTGCGTGGGCGGTTTCGTCGGGTTTTGTAGGAGCGACGCGCGTTAAAAGGCGGCGGGAA
214 215 216 217 218 219 220 221 222 223
|

2521 GGAGGCGGGGCAGAGCGCGCCCGGGACCCCGACTTGGACGCGGCCAGCTGGAGAGGCGGA

[ LT [ [ [tz et | [ fzazd |2 [ || ][4tz | [ | []]]]]]++]]
2521 GGAGGCGGGGTAGAGCGCGTTCGGGATTTCGATTTGGACGCGGTTAGTTGGAGAGGCGGA
224 225 226 227 228 229 230 231

Q1PSM2-Rev

<

2581 GCGCCGGGAGGAGACCTTGGCCCCGCCGCGACTCGGTGGCCCGCGCTGCCTTCCCGCGCG

[ttt | | [T ee ||| eecttetttd]c |44 ]| |zetttte||2c]|]ccttttt+
2581 GCGTCGGGAGGAGATTTTGGTTTCGTCGCGATTCGGTGGTTCGCGTTGTTTTTTCGCGCG
232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242
Ola-Rev

- <4

Qlb-For

>

2641 CCGGGCTAAAAAGGCGCTAACGCCCGCGGCCGCCTACTCCCCGCGGCGCCTCCCCTCCCC

st | | [ [t ] ] [ Feetttt| et || o] coetttt |+ ||t

2641 TCGGGTTAAAAAGGCGTTAACGTTCGCGGTCGTTTATTTTTCGCGGCGTTTTTTTTTTTC
243 244 245 246 247 248 249 250 251 252

2701 GCGCCCATATAACCCGCCTAGGGGCCGGGCAGCCCGCCCIGCCTCCCCGCCCGCGCACCC

e | ||| [eetrees || ||| | e+ e |eetteee|ee]ceetteetttts| et

2701 GCGTTTATATAATTCGTTTAGGGGTCGGGTAGTTCGTTTIGTTTTTTCGTTCGCGTATTC
253 254 255 256 +1 257 258 259 260

Q1bPSM-For Q1bPSM-Rev

2761 GCCCGGAGGCTCGCGCGCCCGCGAAGGGGACGCAGCGAAACCGGGGCCCGCGCCAGGCCA

dratt| ||| | FEbErb | | ||| || ]| ] | | ] e

2761 GTTCGGAGGTTCGCGCGTTCGCGAAGGGGACGTAGCGAAATCGGGGTTCGCGTTAGGTTA
261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271

2821 GCCGGGACGGACGCCGATGCCCGGGGCTGCGACGGCTGCAGGTAGGAGGCCCAGGGCCGG

| et | [ [Fr] [ #rett| [ [aart| ||| [#H[Fr] [ [ [[[[]]|[[zz2][]]z++]
2821 GTCGGGACGGACGTCGATGTTCGGGGTTGCGACGGTTGTAGGTAGGAGGTTTAGGGTCGG
272 273 274 275 276 277 278 279
L2-For I

Olb-Rev

<

2881 GGGGCGGTTCGGCTCCGCGGGCGGGGGCTGGAGCGCAGCGCTGGGCAGGCACCTGGGCTC

UT I[P e et | [ | [ [ [ [ [ [z | [#ba [ [ ][] | |e]ze]]]]:]+
2881 GGGGCGGTTCGGTTTCGCGGGCGGGGGTTGGAGCGTAGCGTTGGGTAGGTATTTGGGTTC
280 281 282 283 284 285 286 287

Ll1-Rev

Q02-For

>
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2941

2941

3001

3001

3061

3061

3121

3121

3181

3181

3241

3241

GCAGCTCCGAAGCTGGGAGGTGAGGGGAGAGCGATCGGGGACGAGCTGGGACAAGGCGAC

R R NN A N N N N NN e R N NN R N Ea K

GTAGTTTCGAAGTTGGGAGGTGAGGGGAGAGCGATCGGGGACGAGTTGGGATAAGGCGAT
288 289 290 291 292

02PS1-For >
Q2PS1-Rev

ACAGGGGCTCCCTCGGAGTTGGATCGGCCCCTGGGACTTGGCGCTCGCGAGAGGCTGGAG
[ LI Tezaeat PUTTTIT I+ zzza [TL] e[ [#4e [ttt [ [ ]2]]]]
ATAGGGGTTTTTTCGGAGTTGGATCGGTTTTTGGGATTTGGCGTTCGCGAGAGGTTGGAG
293 294 295 296 297
CGGCCAGAGTCTAGCCTGCGAGGAGACGCGGGTCCTGCCCTCAGCGCCGGCCGCCTTTGG
wkl s [ [ L] [ lae [+ [ [#ttt] [ zz]]zaa]s]|[+hedd]edtzz]]]]
CGGTTAGAGTTTAGTTTGCGAGGAGACGCGGGTTTTGTTTTTAGCGTCGGTCGTTTTTGG
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R e N R R R s R s s e n A R RN L = s
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Figure 26 : Position des amorces d’amplification pré-pyroséquencage et des amorces de
pyroséquengage pour le pyroséquencage de la fin de l'ilot. PCR L: PCR larges depuis
lesquelles sont réalisées les PCR nichées Q. A partir de ces PCR Q les amorces « PS»
permettent le pyroséquencage.
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Des amorces de pyroséquencage ont été désignées pour couvrir la plus grande
séquence possible avec le minimum d’amorces. Cette démarche était liée a la difficulté de
placer des amorces ne couvrant pas de CpG (de facon a ne pas rendre I'amplification
dépendante de leur statut de méthylation) dans une zone par ailleurs tres riche en CpG. De
fait, cela n’a pas toujours été possible et certaines amorces ont été désignées en couvrant
des CpG, des mismatchs ont alors été intégrés dans la séquence de I'amorce afin de rendre
I’hybridation indépendante au statut de méthylation. Pour cela, lorsque I'amorce est en
sens, le C/T a été remplacé par un A et lorsqu’elle est en anti-sens, le G/A a été remplacé par
un T. Que I’ADN soit methylé ou non il n’y alors pas hybridation sur cette position (qui doit
étre plutét centrale dans I'amorce). Nous avons réalisé des PCR Qla, Qlb et Q2 a partir
d’ADN converti de la lignée KMS12PE en condition contrdle comme aprés 4 jours de
traitement a 5 uM de décitabine. Ces PCR ont également été réalisées a partir des ADN

témoins commerciaux.
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Amplicon Qla

CpG [[188| 189 190] 191] 192] 193] 194] 195 196| 197] 198 199] 200] 201 | 202 [ 203 [ 204] 205 206 207] 208] 209] 210] 211 | 212] 213] 214] 215| 216 | 217 | 218 [ 219 [ 220 | 221 | 222 223 224 ] 225] 226 227] 228] 229] 230] 231 | 232
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_ i) 100 72 89 84 91 100 78 96 100 80 88 100 70 66 88
& % glols] 100 97 97 100 100 100 91 96 100 91 74 95 84 81 80
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o
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Amorce Pyroseq. QlaPSM1-Rev QlaPSM2-Rev

Amplicon Q1b - contient le nucléotide +1,

CpG [[233]234] 235 236 237] 238] 239] 240| 241 242| 243 | 244| 245 | 246 | 247 | 248 | 249] 250] 251| 252] 253] 254 | 255 256 257| 258 | 259| 260 261 | 262 | 263 [ 264 | 265 | 266 | 267 268 269] 270] 271] 272] 273] 274 275 | 276 | 277
Q1bPSM-For

Amorce Pyroseq. "le—For

ollctrt {97 [ 99 | 97 | 100] 100] 95 | 100] 72 | 91 |100] 90 | 94 [ETLN 89 | 100 [ELIN 89 | 78 | 79 | 78 78 83 87 100 89 100 100 100 93 92 100 94 97 92 92 100 93
E% Déci YA ER BN 100 100 93 100 90 84 100 90 95 100 87 100 100 88 84 66 74 [ EIEREAEIEAEY 100 91 94 100 94 99 96 100 100 93
§ g M 5 8 10 16 18 4 20 4 8 9 65 100 100 100 45 96 100 64

U 31212 ]1]1]56 R 3 (1201 [ 1 1
R 39 65 66 89 91 94 95 i o3 | 83 89 65 73 CEM 94 |89 [ 79 |84 [ 97 |99 | 91
f.;‘.ié Déci 43 78 72 81 56 92 97 2 og | 88 94 78 71 67 93 94 75 73 70 9% [EB
3 gflv 42 71 66 8 12 15 32 5 13 18 16

U 20|34 3fal3f2]2[3]|3][3]3
Amorce Pyroseq. Q1bPSM-Rev Q1lb-Rev
Amplicon Q2

CpG 279|280 281] 282|283 [ 284| 285] 286 | 287| 288 ] 289 [ 200 291 292 [ 203 294 ] 295 | 296 297 298| 299] 300] 301 | 302| 303 | 304 | 305 | 306 307 | 308] 309 [ 310| 311|312]313[314]315[316] 317]318[ 319] 320] 321 [ 322] 323
Amorce Pyroseq. Q2PS1-For Q2PS2-For

ofetrt 92 [97 [78 [ 83 [90 [92 [61 [ 89 [ 69 [ 82 73 69 66 74 91 67 94 71 86
é%néci 98 [97 |81 |92 |88 |78 |64 |98 |75 81
g Blfm 323|318 55 18 68 13

“llv 17 39 7 21 2

Jletrt 91 82 (89 ‘80 |64 81 |3
5 3l[péci 98 68 85 23
g B[w 7 11 10 8 11 18

“IIv 1 7 8 2 3
Amorce Pyroseq. Q2PS2-Rev Q2-Rev
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Tableau Xlll (page précédente) : Résultats des pyroséquencages de la fin de l'ilot 302 CpG.
En bleu figurent les résultats fiables, en jaune les résultats douteux, en rouges les résultats
non fiables. Pyroséquencages réalises a partir du Kit Pyromark Gold de Qiagen pour les ADN
témoins commerciaux Méthylé (M) ou déméthylé (U), Kit Pyromark Advanced pour
KMS12PE non traité (Ctrl) et Traité a 5 uM Décitabine J4 (Déci).

Les résultats sont présentés en tableau Xlll. La forte proportion de résultats non-
fiables (en rouge) ou douteux (en jaune) montre les difficultés a procéder au
pyroséguencage dans cette nouvelle région. Mais en outre dans I'amplicon Q2 avec I'amorce
Q2-Rev biotinylée, le séquencage du témoin commercial méthylé par I'amorce Q2PS1-For
donne des résultats considérés comme fiables par I'appareil, alors que les CpG apparaissent
totalement déméthylés. Cet artefact peut aussi bien provenir de la technique elle-méme,
mais peut également étre le fruit de I'important nombre de cycles nécessaires pour obtenir
un amplicon destiné au pyroséquencage (35 cycles pour la PCR L et 35 cycles pour les Q
nichées). En effet, le grand nombre de cycle a pu conduire a une amplification non-

représentative de séquences minoritaires voire ultra-minoritaires. Ces résultats ne peuvent

donc étre considérés comme fiables

En conclusion: Au moins une partie du promoteur est méthylée dans trois lignées
TP53%/mut - Cette méthylation est réversible par ['utilisation d’un inhibiteur de Ia
méthylation, la décitabine.

Néanmoins, il n’a pas été possible d’évaluer la méthylation de I'ensemble de l'ilot par
pyroséguencage. Potentiellement du fait d’'une forte densité en CpG. Nous avons poursuivi
notre étude en mesurant I'efficacité de la décitabine non plus sur la méthylation des CpG,

mais directement sur I'expression de TP73 et par Western-Blot.
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F - La décitabine induit la transcription de TP73 dans les lignées au promoteur
méthylé

Les lignées ont été traitées pendant 4 jours avec une dose de 5 uM de décitabine, et

I'expression de TP73 a été mesurée par Q-PCR (Figure 27).
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Figure 27: Induction de I’expression de TP73 par un traitement de 96 h a 5 uM de
décitabine. Les histogrammes représentent la moyenne * écart moyen de trois expériences
(duplicates biologiques). Les Q-PCR ont été réalisées a partir de 10 ng d’ADNc initiaux.

Dans les lignées MDN, XG6 et JIN3, qui ont une expression basale significative (cf.
Figure 10), aucune augmentation de I'expression n’a été induite par le traitement. Dans
toutes les autres lignées, qui ont un niveau d’expression constitutive faible voire négative,
une augmentation significative du niveau de transcrit a été obtenu, d’un facteur 2, 10, 67, 48
et 43 respectivement dans les lignées LP1, JIM3, KM12PE, L363 et XG5. Ces cinqg lignées sont

mut

toutes des lignées TP53""". On remarque que les forts et faible niveaux d’induction dans les

lignées JIM3, KMS12PE, XG5 et LP1 est en bon accord avec le niveau de méthylation révélé

en MS-PCR dans la Figure 21.
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G - Nature des transcrits induits par la décitabine

La sonde de Q-PCR ciblant de facon indistincte les transcrits codants pour les
différentes isoformes (TAp73 et ANp73 aussi nommée DNp73), nous avons recherché par

RT-PCR quelles isoformes (Figure 28) étaient induites par le traitement a la décitabine.

A Human p73 gene structure

B p73 protein isoforms
Transactivation < C-terminal domains
domain
\
TAp73
Ex2p73

> | DNA-binding domain | {

Ex2/3p73

ANp73 -J

Figure 28: Différentes isoformes de p73 (Bourdon, 2007).

Ces différentes PCR ont été réalisées en placant une amorce dans un exon spécifique
a chaque transcrit. Ainsi, ces PCR visent a produire un amplicon spécifique des formes TAp73
(exon 2-6), DNp73 (3’-6) ou non discriminant (exons 7-10). La Figure 29 représente les

résultats obtenus.
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JIM3 XG5 KM12PE

5uM Decitabine J4

650 pb — Tp73, Exon 2-6 (630 bp)
500 bp

400pb — Tp73, Exon 7-10 (389 bp)
300 pb —

500pb — DNp73, Exon 3’-6 (519 bp)
400 pb —

Actine

Figure 29 : Induction de I’expression de différents variants de TP73 par un traitement de 96
h a 5 uM de décitabine. Les PCR ont été réalisées en 35 cycles a partir d’'une quantité initiale
d’ADNc de 40 ng pour les PCR de TP73, et de 10 ng pour la PCR actine.

Dans ces trois lignées, 'amplicon non discriminant (exon 7-10) a augmenté de facon
nette, en particulier pour la lignée KMS12PE dont I'augmentation d’intensité sous I'effet du
traitement fait écho a I'augmentation d’un facteur 67 par Q-PCR. Cette PCR, de méme que
les sondes de Q-PCR, cible indistinctement tous les transcrits.

L'augmentation de I'expression, bien que détectable, est moindre pour I'isoforme
TAp73 dans les 3 lignées mais trés forte pour DNp73, en particulier pour la lignée KMS12PE.

Ces résultats confirment I'augmentation du niveau d’ARNm, mais semblent indiquer
gu’elle est principalement due a une augmentation des formes ANp73 dans la lignées
KMS12PE. Cette augmentation ne pourra étre détectée, au niveau protéique, par I'anticorps

utilisé dans le cadre de nos Western-Blots, celui-ci ciblant spécifiquement les formes TAp73.
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H - Bilan sur la méthylation

Bien que difficiles a interpréter, les résultats obtenus par MS-PCR et pyroséquencage
suggerent que l'ilot CpG est méthylé dans la plupart des lignées, en particulier pour trois
lignées, JIM3, KMS12PE et XG5, toutes trois TP53%/™, Le traitement 2 la décitabine de ces
lignées conduit, d’apres les MS-PCR, a une déméthylation des positions explorées sur l'ilot
302 CpG. Cette déméthylation est accompagnée d’une augmentation du niveau de transcrits
de TP73 mais pas toujours du transcrit correspondant a la forme TAp73. La déméthylation
peut donc étre une dé-répression, mais une stimulation supplémentaire serait nécessaire

pour augmenter le niveau de TP73 et de p73 dans ces trois lignées.

98



Ill - Induction et stabilisation de p73

A - Agents alkylants et inhibiteur du protéasome

En parallele a I'étude épigénétique de TP73, nous avons exploré ses régulations
protéiques dans les lignées présentant une expression constitutive. Pour cela, nous avons
utilisé des agents alkylants (melphalan, cisplatine) et un inhibiteur du protéasome (MG132).

Nous avons traité les lignées MDN, MM1S, NAN11 et JIN3 pendant 16 h avec du
cisplatine ou du melphalan, deux agents chimio thérapeutiques connus pour infliger des
dommages a I’ADN, avant de faire une analyse simultanée de I'expression des transcrits et
de la protéine. En paralléle, les cellules ont été traitées avec 1 uM de MG132, inhibiteur du
protéasome décrit pour stabiliser la protéine p53 (Surget et al., 2012). Les résultats de ces
WB et des Q-PCR associées sont présentés en figure 30.

Le traitement par le cisplatine a conduit a une augmentation du niveau de p73 dans
les trois lignées TP53"/"* MDN , MM1S, NAN11, respectivement d’un facteur 1,6, 3,5 et 2,5.
Le niveau de la protéine a également été augmenté par le traitement au melphalan,
respectivement d’un facteur 1,7, 2,6 et 2,5. En revanche, ni le cisplatine, ni le melphalan
n’ont induit de variations significatives dans la lignée JIN3. En paralléle, le niveau de p53 a
été augmenté pour ces trois lignées, tant par le cisplatine (respectivement 2,6, 2,6 et 2,8)
que par le melphalan (respectivement 2,6, 1,6 et 3,3). Néanmoins, dans ces trois lignées, si le
traitement au MG132 a bien augmenté le niveau d’expression de p53 (respectivement 2,6,
2,2 et 3) ce traitement a conduit a une nette diminution de p73 dans MDN, MM1S et

NAN11, mais pas dans JIN3.
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Figure 30 : Modulation de I’expression de TP73 par des agents alkylants et un inhibiteur du

protéasome

A — Western-Blot de I'expression de p73 et de p53. Les résultats sont représentatifs de
plusieurs expériences indépendantes. 80 ug de protéine ont été déposés.

B, C — quantification de I’expression de p73 et de p53. Les histogrammes représentent la
moyenne * écart moyen de I'expression de p73 normalisée par celle de I'actine de 2 a 3 WB
D — quantification de I'expression de TP73 par Q-PCR. Les histogrammes représentent, apres
normalisation par I'expression de RPL37A la moyenne + écart moyen du facteur
d’augmentation par le traitement. Résultats de 1 a 2 expériences mesurées en triplicatas.
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L’absence de régulation de I'expression de p73 dans la lignée TP53C JIN3, suggere
une potentielle dépendance a p53 pour la régulation de p73 par les agents alkylants ou

I'inhibiteur du protéasome.

Le cisplatine a induit une augmentation de TP73 d’un facteur 1,2 et 2 dans les lignées
MM1S et NAN11 et n’a pas induit d’augmentation dans MDN. Le melphalan a quant a lui
induit une augmentation de TP73 d’un facteur 1,4 dans la lignée MDN, 1,3 dans la lignée
NAN11, et n’a pas induit d’augmentation dans MM1S. Ces modulations sont assez faibles au
niveau des transcrits mais globalement cohérentes avec les augmentations protéiques.

Concernant JIN3, I'expression de TP73 a diminué sous l'effet du cisplatine et

légerement augmenté sous I'effet du melphalan.

Pour étudier quelle(s) isoforme(s) étai(en)t induite(s) par les alkylants, nous avons
réalisé les RT-PCR décrites précédemment. Conformément aux résultats de Q-PCR, la PCR 7-
10 montre une augmentation de I'ensemble des transcrits pour la lignée MM1S traitée au
cisplatine et de la lignée NAN11 traitée tant au cisplatine qu’au melphalan. La PCR 2-6
montre quant a elle que ces augmentations correspondent bien a une augmentation des

formes TAp73 pour ces deux lignées (Figure 31).
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N3 MDN MM1S NAN11
TP530 P53/t P53/t TP5 3w/t

Cisplatine -+ - -+ - -+ - -+ -

Melphalan - - + - - + - - + - - +

650 pb —

Tp73, Exon 2-6 (630 bp)
500 bp ~

Tp73, Exon 7-10 (389 bp)

DNp73, Exon 3’-6 (519 bp)

Actine

Figure 31 : Expression des différents variants de TP73 par RT-PCR.

Les cellules ont été traitées 16 h avec des agents alkylants. Ces PCR ont été réalisées en 20

cycles.

La PCR 3’-6 (DNp73) ne montre aucune variation significative quels que soient la

lignée, le traitement et I'expression constitutive.

En bon accord avec résultats de Q-PCR, I'expression de TP73 a augmenté

globalement dans MM1S et NAN11, avec une augmentation des transcrits TAp73.
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B - Role de p53 dans la réponse au melphalan

Afin d’étudier le réle de p53 dans la régulation de p73, nous avons réalisé une
transfection de siRNA dirigé contre TP53 dans la lignée TP53"/"t MIM1S. Puis, apres 48 h, les
cellules ont été traitées pendant 16 h par du melphalan. L'expression de p73 a été mesurée

par western-Blot (Figure 32).

MM1S
TP53wt/wt siCtrl siTP53

- + - + 7 uM Melphalan 16 h
MDM2 TR S s

P73 e - -

p53 T -—
actine S ———

Figure 32 : L’extinction de p53 inhibe la régulation de p73 par le melphalan. 80 pg de
protéines ont été déposés.

En premier lieu, on constate qu’en condition controle comme apres traitement au
melphalan, le siRNA TP53 a conduit a une extinction d’environ 75 % du niveau de p53.
L'efficacité fonctionnelle de cette inhibition de p53 est illustrée par la diminution de
I'augmentation de I'expression de MDM2. L’extinction ainsi provoquée de p53 a conduit a
une forte diminution de I'augmentation de I'expression de p73 par le melphalan.

Ces résultats montrent que p53 régule I'augmentation de p73 par le melphalan,
expliquant ainsi pourquoi cette régulation de p73 n’existe que dans les lignées TP53"". Cette

observation doit étre reproduite dans les autres lignées TP53"",
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C - Effet de la nutlin-3a sur la protéine p73

Afin d’étudier la régulation de p73, nous avons traité des cellules MM1S, MDN, JJN3
L363 et OPM2 avec un inhibiteur de MDM2 qui prévient I'ubiquinylation et la dégradation de
p53 en prévenant les interactions p53-MDM2. Les cellules ainsi traitées pendant 24 h, les

résultats des WB sont présentés en figure 33.

MM1S MDN UN3 1363 OPM2
TP53W1L TP53Wt TP53 TP53deI/mut TP53deI/mut
Nutline pM - 8 - 5 - 10 - 10 - 10
p73 - - - ——— -

actine . e—" D - -—— -——
Figure 33 : La nutlin-3a diminue le niveau d’expression de p73 dans différentes lignées

TP53". Les cellules ont été traitées durant 24 h par la nutlin-3a aux concentrations
indiquées. L'expression de p73 et p53 a été mesurée par WB, 50 ug de protéines ont été
déposés.

Si le traitement par la nutlin-3a conduit bien a une augmentation du niveau de p53
dans les lignées MM1S et MDN, il conduit en revanche a une diminution du niveau de p73
dans ces deux lignées. Le niveau de p73 n’a en revanche pas été impacté par le traitement ni
dans la lignée JIN3 TP53C et p73 positive ni dans les L363 et OPM2 TP53™" qui demeurent
p73 négatives.

Ces résultats montrent une régulation de p73 par la nutlin-3a uniquement dans les

lignées TP53"". Etant donnée la spécificité de la nutlin-3a pour le complexe MDM2-p53, ces

données suggerent un réle de MDM2 ou p53, direct ou indirect, dans la régulation de p73.
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D - Combinaison de déméthylation et de dommage a ’ADN

Les résultats ci-dessus montrent que la stabilisation de p73 n’est possible que dans
des lignées TP53", car elles sont les seules a exprimer p73 et la répression de p53 dans I'une
d’elle réduit fortement la régulation par le melphalan. Afin de confirmer ces données, trois
lignées TP53™" JIM3, KMS12PE et XG5 ont été traitées avec 5 uM de décitabine pendant 3
jours avant un traitement de 16 h par du cisplatine ou du melphalan (aux concentrations
indiquées dans le Tableau Il du Matériels et Méthodes). Ces 3 lignées ont été choisies pour
leur forte augmentation de I'expression de TP73 apres traitement par la décitabine. Nous

avons mesuré |'expression de p73 par WB (Figure 34).

JIM3 KMS12PE XG5
decitabine - - - + + + - - - + + + - - -+ o+ o+
cisplatin - + - - + - - + - - + - SR T S
melphalan - - + - - + - - + - - + - -+ - - % %

p73 .
actin ‘--..- w ha L ——

Figure 34 : La combinaison de décitabine et d’agents alkylants n’induit pas I’expression de
p73. Expression de p73 mesurée par Western-Blot dans les lignées JIM3, KMS12PE et XG5.
La lignée JJN3 est utilisée comme témoin positif pour la protéine p73. 80 pg de protéines ont
été déposés.

Ces résultats montrent que la combinaison entre décitabine et agent alkylant n’a pas

permis d’induire I'expression de la protéine p73 dans les trois lignées étudiées.
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E - Bilan sur la régulation protéique de p73 par les agents alkylants

Il apparait clairement que, pour trois lignées TP53Wt/Wt, MDN MM1S et NAN11, le
cisplatine et le melphalan conduisent a une augmentation du niveau de p73. Cette
augmentation peut s’expliquer au moins partiellement par une augmentation du niveau de
transcrit. Néanmoins, les résultats obtenus par I'extinction de p53 et I'absence
d’augmentation du niveau de p73 dans la lignée JIN3, TP53C sous I'effet de ces traitements
semblent indiquer une dépendance a p53 de cette induction. Néanmoins, une augmentation
de p53 en elle-méme n’est pas suffisante pour induire une augmentation de p73 comme le
démontrent les résultats obtenus avec l'inhibiteur du protéasome MG132 et la nutlin-3a,
ces deux traitements conduisant a une diminution du niveau de p73 dans les lignées
TP53WYWM Toutefois, les MG132 et la nutlin-3a sont sans effet dans JJN3 qui n’exprime ni

p53 ni MDM2.
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DISCUSSION/CONCLUSION

Ce travail a mis en évidence que la transcription de TP73 est réprimée par

méthylation dans une partie des lignées de Myélome Multiple TP53%/mt

et que cette
répression est réversible par utilisation d’un inhibiteur de la méthylation, la décitabine. Dans
le myélome multiple, la méthylation du promoteur P1 avait déja été retrouvée en 2004
(Galm et al., 2004). Cette étude portait sur 56 patients aux divers stades de la maladie ainsi

mut

que sur 5 lignées, toutes TP53"". La méthylation du promoteur était étudiée par MS-PCR,
les amorces ciblant une série de CpG situés apres le premier nucléotide transcrit.

Dans 12,5 % des échantillons de patients testés, le promoteur était retrouvé
hyperméthylé. Dans les lignées, le promoteur était méthylé dans U266 et XG1 mais
déméthylé dans OPM2, RPMI8226 et LP1. Les CpG ciblés par les amorces de cette étude sont
situés une centaine de bases en aval du premier nucléotide transcrit (soit plus de 1000
paires de bases apres nos propres amorces), mais la déméthylation de LP1 est cohérente
avec nos résultats.

Plus récemment, I'équipe de Fonseca a également étudié par MS-PCR la méthylation
du promoteur P1 dans une lignée (Teoh et al., 2016). Il s’agissait de la lignée JIN3 dont le
promoteur était retrouvé hyperméthylé alors que nous ne I'avons trouvé que peu méthylé.
Cette méthylation était détectée par MS-PCR utilisant des amorces situées dans la méme
zone en aval du premier nucléotide transcrit que dans I'étude de Galm. Par ailleurs, cette

méthylation n’empéchait pas la transcription constitutive de TP73 et [|'expression

constitutive de la protéine, comme nous I'avons nous-méme obtenu.
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De fait, a I'exception d’une lignée (KMS11), les résultats d’expression constitutive
étaient comparables dans leur étude et la notre. Les résultats obtenus par I'équipe de
Fonseca sur la lignée JIN3 ne semblent pas montrer un réle de répression de la méthylation
de cette partie du promoteur P1 et la confrontation avec nos résultats suggere que la
méthylation de I'ilot CpG n’est pas homogene.

Soulignons que dans le cadre de I’étude en question, la déméthylation du promoteur
était induite par un traitement avec PRIMA-1 qui conduisait a une déplétion de DNMT1.
Cette déplétion de DNMT1 était associée a une augmentation de |’expression de la protéine,
toujours dans la lignée JIN3. Nous n’avons pas observé d’augmentation de TP73 dans JIN3
aprés un traitement a la décitabine et pas de modification de la méthylation : il apparait
difficile de concilier leurs résultats et les notres. Une autre étude a mis en avant le role de
p73 dans la réponse & PRIMA-1 en utilisant la lignées p53"* MM1S (Saha et al., 2013): nous
n’avons pas non plus observé d’augmentation de I'expression de p73 dans la lignée MM1S
traitée par PRIMA-1 et, étant donné le niveau d’expression constitutive de p73 dans cette
lignée, il semble improbable que PRIMA-1 agisse en déméthylant le promoteur et en
augmentant I'expression.

L’étude de Teoh pose la question du mode de répression par méthylation : Il pourrait
s’agir d’'une répression par méthylation globale de I'ilot. Une telle répression empécherait
une fixation de la RNA polymérase ou modifierait la condensation locale de la chromatine. A
I'inverse, il pourrait s’agir d’'une méthylation de CpG particuliers qui seraient responsables
de cette répression, empéchant la fixation d’un ou de plusieurs facteur(s) de transcription
précis ou, a l'inverse, recrutant des protéines reconnaissant les méthyl-CpG. Pour répondre a

cette question, il est nécessaire d’étudier la méthylation de I'ensemble des CpG.
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C’est dans cette optique que nous avons cherché a procéder a des pyroséquencages
de lI'ensemble de lilot. Tentatives qui se sont révélées sans succés en dépit de la
multiplication des amorces d’amplification pré-pyroséquencage, des enzymes utilisées dans
le cadre de ces PCR, des amorces de pyroséquencage et enfin des kits de pyroséquencage.
Pour autant, la méthylation de cet ilot peut étre étudiée par pyroséquencage.

L'ilot CpG a été pyroséquencé précédemment dans le cadre d’autres études dans des
lignées de neuroblastome (Kiss et al., 2012) — retrouvé déméthylé - phéochromocytome et
paragangliome (Geli et al., 2008) — retrouvé déméthylé — ou encore dans du placenta, ciblant
la méme séquence que nous avons étudié avec succes par MS-PCR (Grigoriu et al., 2011). On
peut donc supposer que le pyroséquencage de cet ilot est possible quand la méthylation
n’est pas importante.

Ciblant une zone annexe a celle examinée par I'étude de I'’équipe de Fonseca, une
étude réalisée a partir des échantillons issus de 43 patients a montré que cette zone en aval
du premier nucléotide transcrit était retrouvée méthylée pour environ 35 % des patients au
diagnostic et que la proportion de méthylation diminuait apres la rechute (Martinez-Bafios
et al., 2017).

Le point commun de I'ensemble des pyroséquencages réussis de l'ilot 302 CpG
semble étre une faible taille des amplifications pré-pyroséquencage (généralement de
I'ordre d’une centaine de bases). La forte proportion en CpG pourrait expliquer
I'impossibilité rencontrée de pyroséquencer de grandes séquences. Aussi pourrions nous

subdiviser l'ilots en plus petits amplicons a pyroséquencer.
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Une autre solution existe par ailleurs : il serait possible de réaliser des amplifications
non méthylation-dépendantes d’ADN bisulfité des cellules traitées ou non a la décitabine
comme nous en avons réalisé plusieurs fois dans le cadre de nos travaux. A partir de ces
amplifications, nous pourrions amplifier la séquence bisulfitée avant de la cloner et de
réaliser un séquencage de I'’ensemble de I'flot. La proportion de clones retrouvés méthylés
pour chaque position sera le reflet de la proportion initiale de méthylation de chacun de ces
CpG (Zhang et al., 2009). Ce séquencage permettrait d’identifier d’éventuels CpG dont la
méthylation est décisive dans la répression de la transcription, si de tels CpG existent.

Notre étude a également mis en évidence que le traitement par des agents alkylants -
cisplatine et melphalan — induit une augmentation du niveau de p73 dans trois lignées
TP53"" dans lesquels le promoteur P1 est peu méthylé. L’augmentation de p73 en réponse
au cisplatine est décrite dans plusieurs cancers comme le cancer de |'ovaire (Al-Bahlani et al.,
2011), le neuroblastome (Million et al., 2006) ou encore la leucémie lymphoide chronique
(Tonino et al., 2015).

L'induction de p73 en réponse au melphalan est également décrite dans des cellules
transformées par I'EBV par le biais d’activation de la voie de p38 MAPK (Park et al., 2013).

De facon plus générale, les dommages a I’ADN, en particulier induits par ces agents
alkylants, est responsable de I'activation de diverses voies de signalisation anti-proliférative,
pro-réparation de I’ADN et pro-apoptotique. En particulier, les dommages a I’ADN vont

induire I'activation de la protéine ATM qui va phosphoryler chk2 ainsi que c-Abl.
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Ces voies vont induire la transcription de TP73, via la phosphorylation en sérine 364
de la protéine E2F1, un facteur de transcription de TP73 (Stevens et al., 2003) et I'acétylation
des lysines 117, 120 et 125 de E2F1 par p300/CBP (Galbiati et al., 2005). Ces modifications
post-traductionnelles vont conduire a stabiliser E2F1 et ainsi la transcription du géne TP73.
Par ailleurs, ces mémes voies vont induire la stabilisation de p73 par la phosphorylation de la
tyrosine 99 par c-Abl (Gong et al., 1999) et I'acétylation de ses lysines 321 et 327, également

par p300/CBP.

Par ailleurs, ces voies sont aussi responsables d’une stabilisation de p53 par le biais
de sa phosphorylation et de son acétylation. Mais aussi, via la phosphorylation de MDM2 en
divers sites dont la tyrosine 294 par c-Abl et la serine 295 par ATM (Meek and Knippschild,
2003). Ces phosphorylations vont inhiber I'activité de MDM2 et ainsi participer a la

stabilisation de p53.

Etant donné que les agents alkylants n’induisent I'expression de p73 que dans les

lignées p53"", et pas dans la lignée p53k° ni dans les lignées p53™"

préalablement traitées
par la décitabine, il semble que cette induction puisse étre sous la dépendance de p53. Nos
données préliminaires d’extinction de p53 par siRNA suggerent que I'augmentation de p73
est bien dépendante de p53. Le mécanisme n’est toutefois pas décrit: est-ce par une

augmentation de I'expression génique ? ou par une augmentation de la stabilité protéique ?

Nos données actuelles n’ont pas permis de répondre a cette question.
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Par ailleurs, nous avons également mis en évidence que le traitement a la nutlin-3a et
a un inhibiteur du protéasome induisait une diminution du niveau de p73 dans les trois
lignées TP53"" mais pas dans la lignée p53k° JIN3. La nutlin-3a se fixe au niveau de la poche
hydrophobe de MDM2 (Lau et al.,, 2008) et inhibe linteraction avec ses protéines
partenaires, en particulier p53 dont 'ubiquitinylation est réduite et ainsi sa dégradation.
MDM?2 est également décrite pour interagir avec p73, en se fixant de la méme facon a la
protéine. Cependant, si MDM2 se lie a p73 et conduit a une diminution de son activité
transcriptionnelle, elle n’est pas responsable d'une dégradation directe de p73.
L'ubiquitinylation des lysines 11, 29 et 63 par MDM2 n’est pas décrite pour induire la
dégradation de p73 par le protéasome, mais servirait a recruter une autre ubiquitine-ligase,
Itch. Cette ubiquitine-ligase est décrite pour induire la dégradation protéasome-dépendante
de p73 (Kubo et al.,, 2010; Wu and Leng, 2015). Cette dégradation, observée dans des
modeles de co-transfection en cellules HEK293 est cependant décrite comme étant inhibée
par le MG132. Cette interaction entre ubiquitine-ligase pourrait expliquer que le MG132 est
décrit pour induire une augmentation du niveau de p73 exprimé (Toh et al., 2004).

Aussi les résultats que nous avons obtenus ne vont pas dans le sens usuellement
décrit, mais semblent au contraire indiquer une stabilisation dépendante tant de MDM2 que

du protéasome.

Des expériences de co-précipitations de MDM2, p73 dans les cellules traitées ou non

avec la nutlin-3a permettraient de définir si des complexes p73-MDM2, p73-ltch et MDM2-

Itch existent. Le role de MDM2 devra également étre confirmé par une extinction de MDM2.
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Les résultats obtenus par I'utilisation de MG132 et de nutlin-3a peuvent peut-étre
étre rapprochés et suggérent une dégradation de p73 indépendante du protéasome ou un
clivage de p73 que nous n’aurions pas détecté. En effet, il a été rapporté que la protéase
HtrA2 clive p73 en C-terminal et cette forme tronquée est capable de transactiver BAX mais
pas CDKN1A (Marabese et al., 2008). Néanmoins, comme la régulation de p73 par la nutlin-
3a ou le MG132 n’est observée que dans les lignées p53 sauvage, il parait difficile d’étudier
la transcription de BAX et CDKN1A qui est fortement activée par p53 en réponse a la nutlin-
3a.

Aussi pourra t'on étudier HtrA2 dans les lignées, son activation par phosphorylation,
ses modalités de liaison a p73. Pour éventuellement mettre en évidence une compétition
entre cette protéase et les ubiquitine-ligases associées a p73, en particulier MDM2 en

utilisant, la encore, une extinction de MDM2 par siRNA.

Un point critique de nos travaux a été la difficulté a détecter par Western-Blot la
protéine p73. Plusieurs anticorps ont été testés. L’anticorps utilisé reconnait un épitope
situé au niveau des 62 premiers acides aminés (formes TAp73). Mais, en raison de difficultés
techniques, il n’a pas été possible de distinguer I'expression d’autres isoformes variant dans
leur extrémité C-terminales (isoformes beta, gamma, lambda...) de bandes aspécifiques
inhérentes a l'anticorps. Seule la bande obtenue aux environ de 73 kDa a pu étre
authentifiée comme étant la bande TAp73 par extinction en utilisant un siRNA dirigé contre
TP73. Et les isoformes « c-terminales » restent grandement méconnues et, a ce titre, leur
role pro-apoptotique et anti-prolifératif peut étre sous-estimé (Murray-Zmijewski et al.,

2006).
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Les études jusgu’a présent menées semblent néanmoins montrer un role pro-
apoptotique et anti-prolifératif proche de (ou méme identique a) celui des formes alpha
(Logotheti et al., 2013). Ouvrir la détection aux autres isoformes TAp73 pourrait permettre
de détecter des mécanismes pro-apoptotiques dépendants de p73 sans que la forme TAp73

soit impliquée.

En parallele de ces isoformes C-Terminales, I'étude isoformes DNp73 constituent la
suite logique de ce projet. En effet, en dépit des propriétés anti-apoptotiques de la protéine
de 73 kDA (forme TAp73), nous avons retrouvé plusieurs lignée exprimant cette isoforme de
facon constitutive sans que les cellules en question ne soient empéchées de poursuivre leur
cycle de multiplication ou n’entrent en apoptose. exprimant la protéine. Il y a donc une
répression de I'activité pro-apoptotique et anti-proliférative de p73. Les isoformes DNp73
possedent un effet « dominant négatif » par la formation d’hétéro-tétrameres TAp73-DNp73
(Conforti et al., 2012b) et pourraient donc permettre a la cellule de survivre en dépit de leur
expression de p73. En ciblant spécifiqguement I'exon 2 ou 3’, il sera également possible de
procéder a l'extinction spécifique des formes TAp73 ou des formes DNp73 par siRNA et
d’ainsi réussir a distinguer les effets potentiellement concurrents, en particulier sur la survie
cellulaire, la réponse aux agents alkylants et aux inhibiteurs de la méthylation, tout
particulierement en termes de transcription des cibles de p73 telles que CDKN1A, PUMA,

NOXA....
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D’autant plus que, comme p53, les formes TAp73 sont également capables d’induire
la transcription des formes DNp73, en boucles de rétrocontrole négatif (Kartasheva et al.,
2002; Nakagawa et al., 2003). La méthylation du promoteur P2 pourrait alors constituer un

verrouillage de la transcription de DNp73.

Nos données montrent que la décitabine peut induire non seulement la transcription

des formes TAp73 par déméthylation du promoteur P1, mais aussi des formes DNp73, sans

doute par déméthylation du promoteur intrinséque P2. En fonction des possibilités (MS-PCR,

pyroséquencage) nous pourrons étudier la méthylation de l'ilot CpG présent dans ce

promoteur intrinseque et tenter d’évaluer le lien avec le niveau de transcrit des formes

DNp73.

mut

Nous avons enfin mis en évidence que la lignée TP53™" XG11 exprime fortement la

protéine p73 bien que I'expression génique soit identique a celle des lignées p53™
exprimant de facon constitutive la protéine p73. Nous avons montré que TP73 est mutée
dans la lignée XG11 sur le codon 626 (I'isoleucine est changée en valine). Cette mutation est

prédite délétere mais n’a pas fait I'objet de validation biologique. Il est possible que la forte

expression de la protéine soit liée a la présence de la mutation.
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En conclusion, si le travail mené nous a confirmé le role de la méthylation de l'ilot
302 CpG du promoteur extrinseque P1 dans la répression transcriptionnelle de TP73, nous
n’avons pu obtenir un niveau détectable d’expression de la protéine p73 dans les lignées
TP53%/™ '\ compris en combinant un inhibiteur de la méthylation avec des agents
alkylants.

Ces agents alkylants ont néanmoins permis d’induire I'expression ou la stabilisation
de p73 dans des lignées TP53"" uniquement. La dépendance de cette induction a p53 et ses
modalités constituent une piste de recherche susceptible de nous éclairer sur les liens
étroits qu’entretiennent p53 et p73 dans le grand et complexe maillage de la régulation du
cycle cellulaire, de la réparation de I’ADN et de I'apoptose. Cette connexion sera aussi
étudiée en ajoutant plusieurs partenaires, a commencer par MDM2 dont les réles seraient
moins monolithiques que ce qui était considéré jusqu’a présent. De méme, ce role complexe
de MDM2 nous conduit a nous interroger sur la complexité de la régulation protéasomale de
p73.

En I'état actuel de nos connaissances, la protéine p73 n’apparait donc pas comme une

alternative aux délétions et mutations de TP53 dans les cellules de myélome.
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ANNEXE - ARTICLE : Decitabine and melphalan fail to reactivate p73
in p53 deficient myeloma cells

P-S Gillardin et al
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Abstract: 1) Background: TP53 deficiency remains a major adverse event in Multiple Myeloma
despite therapeutic progresses. p73, a member of p53 family, has been poorly studied in myeloma. 2)
Methods: using human myeloma cell lines with different TP53 status, we assessed methylation,
expression and regulation of TP73. 3) Results: we report that TP73 is silenced by methylation and
that decitabine increases its expression, which remains however insufficient for significant protein
expression. Alkylating drugs increase expression of TP73 only in TP53wt cells and fail to synergize
with decitabine in p53 deficient cells. 4) Conclusions: TP73 does not appear as a promising target for
bypassing p53 deficiency in Multiple Myeloma.

Keywords: multiple myeloma; p53; p73; methylation; alkylating drugs

1. Introduction

Multiple Myeloma (MM) is characterized by an important biological heterogeneity related to
recurrent chromosomal abnormalities, which occurs early in the disease development at the MGUS
stage [1]. The recurrent chromosomal abnormalities are IgH gene translocation with recurrent
partners located on chromosomes 4, 6,11,16 and 20 or hyperdiploidy of odd chromosomes. Different
prognoses and overall survivals are associated with this first heterogeneity. However, and
independently from this heterogeneity, the most adverse prognosis is related to chromosomal deletion
of TP53 (with or without mutation) [2, 3]. Thus, as del(17)p is an adverse event whatever the treatment
regimen, alternative treatments that bypass or circumvent p53 are needed. For instance, the p53 family
member p73 could be of interest as p73 is also able to transactivate pro-apoptotic genes [4, 5].
Moreover, TP73 is rarely mutated but frequently silenced by epigenetic regulations, mainly CpG
methylation, in hematological malignancies and in multiple myeloma (MM) [6-9] . TP73 expression
might thus be reactivated by epigenetic drugs such as decitabine. To assess the interest in activating
p73 in myeloma cells, we studied p73 expression and regulation, TP73 methylation and TP73
sequencing in a large panel of human myeloma cell lines HMCLs with a normal or abnormal TP53
status[10].

2. Results

2.1. TP73 is preferentially constitutively expressed in TP53wt HMCLs
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We assessed expression of TP73 in 22 HMCLs with different TP53 status, Table 1 [11, 12]. Status of
TP53 and TP73 was determined by sequencing of RT-PCR products and/or whole exon sequencing.
TP73 was expressed in 4 out of 7 TP53** HMCLs (AMO1, MDN, MM1S, NANT11), in 1 out of 3 TP53%
HMCLSs (JJN3) and in 1 out of 15 TP53™* HMCLs (XG11, Figure 1A). p73 expression was confirmed at
the protein level for MDN, MM1S, NAN11, JJN3 and XG11 (Figure 1B). Whole exon sequencing
showed that only XGI11 displayed a missense mutation, 1626V, which could explain the high
expression level of p73.

2.2 Decitabin decreased TP73 methylation and induced TP73 expression

To assess the methylation level in TP73 promoter, we performed nested methyl-specific PCR (MS-
PCR) targeting the CpG island upstream of the gene (Figure 2). PCR-1 was run on bisulfite converted
DNA with primers that did not involve CpG. The PCR-1 product was then used for 3 nested PCRs,
two respectively specific of unconverted CpG (methylated PCR, M-PCR) and converted CpG
(unmethylated PCR, U-PCR) sequence, and one quantifying the PCR-1 product (PCR-Q, Figure 2).
PCRs were run in HMCLs treated or not with decitabine to assess the TP73 methylation status (Figure
3A). In parallel, we measured the expression level of TP73 by Q-PCR (Figure 3B). In JIM3, KMS12PE
and XG5, TP73 was found methylated and decitabine induced a decrease in M-PCR and an increase in
U-PCR, which correlated with an increase in TP73 expression. However, despite the increase in TP73
expression, we could not detect any protein. Because anti-p73 Ab was directed against the N terminal
part of the protein and could thus not detect ANp73, we performed 3 RT-PCRs to assess the total TP73
expression (exons 7-10), the full-length TAp73 (exons 2-6) and the ANp73 (exons 3’-6) isoforms. The
TAp73 isoform was increased in the 3 TP53mut HMCLs, although in KMS12PE the ANp73 isoform was
the main increased isoform (Figure 3C). The data suggested that the lack of p73 detection by western
blotting was not related to the lack of TAp73 transactivation, but rather to a weak transactivation.

2.3 Melphalan and cisplatin induced TP73 expression in TP53"* HMCLs but not in decitabine-
treated TP53™"* HMCLs

To further study TP73 regulation, we treated 4 HMCLs that constitutively expressed p73 with
alkylating drugs, melphalan and cisplatin and determined by RT-PCR and western blotting the
regulation of TP73 and p73. Regulation of p53 expression was assessed as a control of drug response
[13]. Alkylating drugs increased the expression of the p73 full-length isoform in the TP53wt MDN,
MM1S and NAN11 HMCLs but not in TP53del JJN3 HMCL (Figure 3D). MDN also expressed the
ANp73 isoform that was slightly increased by the drugs. By western blotting, we confirmed that
melphalan and cisplatin similarly increased p73 expression in the 3 TP53wt HMCLs but failed to
increase p73 expression in TP53% JJN3 (Figure 3E). As expected, p53 expression was increased by both
drugs in the TP53* MDN, MM1S and NAN11 HMCLs but not in TP53% JJN3 cells [13].

We then assessed whether melphalan could increase expression of p73 in decitabine-treated TP53mut
HMCLs. We selected the 3 HMCLs that displayed a strong increase in TP73 expression upon decitabin
treatment i.e., JIM3, KMS12PE and XG5 (Figure 3B). As shown in Figure 3F, alkylating drugs failed to
increase any p73 expression that remained undetectable in the 3 TP53™t cell lines.

3. Discussion

In myeloma, regulation of p73 expression has not been deeply investigated yet. For instance, TP73
expression has been shown to be induced by PRIMA-1Met in several HMCLs including JJN3 in which
p73 was reported to be partly involved in PRIMA-1Met-induced cell death [9, 14]. In hematological
malignancies, TP73 that does not display frequent mutations is known to be silenced by CpG
methylation [6]. Indeed, whole exon sequencing showed that only 1 HMCLs (XG11) expressed a
mutated p73 protein. We thus assessed TP73 methylation and regulation in a large number of HMCls.
Our results showed that TP73 is mainly silenced by methylation and that the methylation inhibitor
decitabine reversed the methylation-mediated silencing. However, the TP73 expression remained too

119



weak for allowing a detectable p73 expression by western blotting. We found that p73 was
constitutively expressed in 6 HMCLs: 4 expressed a wildtype p53 protein (MDN, MM1S, NAN11,
XG10), 1 was lacking p53 expression (JJN3) and the last was expressing a mutant p53 protein (XG11).
Of note, p73 was overexpressed in XGI11 despite a moderate TP73 expression suggesting a
stabilization/lack of degradation of the protein. In 3 out of 4 HMCLSs that constitutively expressed p73
and displayed an unmethylated profile of CpG, alkylating drugs increased both TP73 and p73
expression: this regulation seemed to be restricted to TP53"" HMCLs as it did not occur in the TP53%
JJIN3 HMCL. Alkylating drugs were also unable to increase p73 expression in the 3 TP53™" HMCLs
that were pretreated with decitabine. In summary, decitabine induced expression of TP73 that
remained insufficient for significant p73 expression. TP73 does not appear as a promising target for
bypassing p53 deficiency in myeloma cells.

4. Materials and Methods

4.1 HMCLs and reagents

HMCLs were previously described [10, 12, 15]. Unmethylated/methylated control DNAs, and the
bisulfite conversion kit were purchased from Active Motif (La Hulpe, Belgium). Anti-p73 A300-126A
and anti-p53 DO-1 Abs were purchased from Bethyl Laboratories (Euromedex, Souffelweyersheim,
France) and Millipore (Saint-Quentin en Yvelines, France), respectively. Anti-actin was purchased
from Millipore. Cisplatin and melphalan were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin-
Fallavier, France). Q-PCR probes were purchased from Taqman (Thermofisher, Saint-Herblain,
France).

4.2 Bisulfite treatment, methylation specific PCRs and RT-PCR

DNAs were treated with bisulfite as indicated by the supplier. Methylation specific PCRs (M-PCR, U-
PCR) and quantification PCR (PCR Q) were performed after a first amplification (PCR1). PCR1, M-
PCR, U-PCR and PCR Q were run with 25, 17, 20 and 19 cycles, respectively. The following primers
were used PCR-1 GTTTTGGGTTTTGGGAGTTGAGAG and ACCACCCACTTCTCCTATAAAA (874
pb); M-PCR GGGGTTATTATGGGTAGAGGATATC and ACATACTAAACGAATTCCGAACGACTC
(109 bp); U-PCR GGGTITATTATGGGTAGAGGATATT and
ACATACTAAACAAATTCCAAACAACTCTC (112 bp); PCR Q
TAAATAGTGGGTGAGTITATGAAGATGT and TACACCAAACCCTAACTAAAAAACC (285 bp).
Extracted RNAs were reversed transcripted and amplified as previously described [12].

For TP73 RT-PCR assays, the following primers were wused: TAp73 ex2-6
CACCACGTTTGAGCACCTCT and AGATTATTGCCTTCCACGCG (630 pb); TP73 ex7-10
GACGGAATTCACCACCATCCT and CCAGGCTCTICITTCAGCTITC (389 pb); ANp73 ex3'-6
CCATGCTGTACGTCGGTGAC and CCAAATCCTTCTCCCTATCC (519 pb). For TP73 Q-PCR assays,
the TP73 (Hs01056230_m1) and RPL37A (Hs01102345_m1) probes were used.

4.3 Western blotting
Expression of p53 and p73 was determined by western blotting as previously described [12]. A
minimum of 80ug of proteins was loaded in each lane.
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Table 1. HMCL characteristics

TP53 status and expression TP73 status and expression

HMCL Translocation TP53 p53 TP73 Q-PCR  p73
AMOI1 unknown wt + wt + -
MDN (11;14) wt + wt + +
MM1S (14;16) wt + wt + +
NAN9 (4;,14) wt + wt - -
NANI11 (14;16) wt + wt + +
XG6 (16;22) wt + wt +/- -
XG7 (4,14) wt + wt +/- nd
JIN3 (14;16) deletion - wt + +
KMS11 (4;14) deletion - wt - -
NANS (4;14) disrupted' - wt - -
JIM3 (4;,14) R273C + wt - -
Karpas620 (11;14) C135Y + wt - nd
KMM1 (6;14) C135F + A211S - nd
KMS12PE (11;14) R337L + wt - -
LP1 (4;,14) E286K + wt - -
L363 (20;22) 5261T? - wt - -
NAN1 (14;16) E180* - wt - nd
NAN6 (14;16) Indel® +° wt - nd
NAN7 (11;14) Indel* - wt - nd
OPM2 (4;14) R175H + wt - -
SKMM?2 (11;14) K132N + wt - nd
XG11 (11;14) C135Y + 1626V + +
XG1 (11;14) Y126N + wt +/- nd
XG2 unknown C176Y + wt +/- nd
XG5 (11;14) R282W + wt - -

nd : not done; 1 disrupted by amplification of exons 1,2,3,4,5 and 6; 2 lack of intron 7 splicing;
3 deletion of exons 7, 8 and 9; 4 deletion of exon 11; 5 truncated form
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Legends to figures

Figure 1. Constitutive TP73 expression was mainly restricted to TP53”* HMCLs

A. Constitutive expression of TP73 was mainly restricted to TP53" HMCLs. Expression was assessed
by Q-PCR in 25 HMCLs. The histograms represent the mean + SEM of 3 experiments (SEM fall within
the symbols).

B. Constitutive expression of p73 was mainly restricted to TP73" HMCLs. Expression of p73 and p53
was assessed by western blotting with A300-126A p73 Abs and DO-1 p53 mAb.

Figure 2. Targeting of CpG islands in TP73

Upper and lower sequences represent the native and bisulfite converted TP73 DNA sequence,
respectively. The CpG are indicated with “+”. Primers used for PCR1, M-PCR (Methylated-PCR), U-
PCR (Unmethylated methylation) and PCR Q (Quantitative PCR) are indicated.

Figure 3. Cisplatin or melphalan induced the expression of TAp73 isoform in TP53"* HMCLs but
not in TP53"" HMCLs.

A. TP73 is mainly methylated in TP53"™" HMCLs. MS-PCRs were performed after bisulfite conversion
of DNA extracted from HMCLs treated or not with decitabine (5uM, 72 hours). M and U indicated
methylated and unmethylated control DNAs.

B. Decitabine induced TP73 expression. TP73 expression was assessed by Q-PCR as described in the
legend of Figure 1.

C. Decitabine induced expression of several TP73 isoforms. RT-PCRs were run on cDNAs from control
or decitabine-treated HMCLs (5uM, 72 hours), as indicated in the figure.

D. Cisplatin or melphalan increased the expression of TAp73 isoform. RT-PCR expression of TAp73
and ANp73 was performed after a 16h-treatment with melphalan or cisplatin. TP53"' HMCLs were
treated with 7uM of melphalan or cisplatin, JJN3 cells were treated with 30uM of melphalan or 20uM
of cisplatin.

E. Cisplatin or melphalan increased the expression p73 in TP53* HMCLs. Western blots were
performed after an overnight treatment with melphalan or cisplatin as described in A. Right part
represents the quantification of p73 and p53 over actin expression from 2 independent experiments
(mean + SEM).

F. Decitabine and melphalan or cisplatin failed to induce p73 expression in TP53"™ HMCLs. HMCLs
were treated 72 hours with decitabine (5uM) prior to an overnight treatment with 45uM of melphalan
or 55uM of cisplatin. JJN3 proteins were loaded as a control of p73 expression.
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Figure 2

GCCGGCGCCTCTAGGGCCCCCCAGATCGCGCAGACCCTGACATCCCCGCCTGGCCCTGGGTTCTGGGAGCTGAGAGCCGGCCAGGGTCCTGCTCGTACC
drk|+trc ||| ] ] e R s R R R R R R R R R R R N RN R
GTCGGCGTTTTTAGGGTTTTTTAGATCGCGTAGATTTTGATATTTTCGTTTGGTTTTGGGTTTTGGGAGTTGAGAGTCGGTTAGGGTTTTGTTCGTATT
PCR-1
TCCGGGCGCCCAGCCTCGGGTCTGCTCCCCGCGGACGCCCCAACCTCCCCGGCCGAATGGATGGTGGTGCGCGCGCGTCCTACTCCGGCGGTGCCGGCC
[t | [z | [aa|+t| | [] ] zaabbtt| [ Fhzzae| |z aoattatr| [ [[[[[[[[][]] [+ttt zz| || ct]++] ]| 24+
TTCGGGCGTTTAGTTTCGGGTTTGTTTTTCGCGGACGTTTTAATTTTTTCGGTCGAATGGATGGTGGTGCGCGCGCGTTTTATTTCGGCGGTGTCGGTT

TTTTCTGTTGCCAAAACTAGACCCAAACCTCTGCATGGGATTCGTCTTTGGGTCCCCACCCCGTGCGCCCAGCAAACAGTGGGTGAGCCATGAAGATGT
FEEE= LI = L PETe LT ez L P L eele D= LILITEI++T 1T stk | bz L[l LLLITLITEI=TTTTTETTTT
TTTTTTGTTGTTAAAATTAGATTTAAATTTTTGTATGGGATTCGTTTTTGGGTTTTTATTTCGTGCGTTTAGTAAATAGTGGGTGAGTTATGAAGATGT
PCRQ
GCGAGTCAGCCGGACCCTCCCCGTCAGGCGCGGACCCGCTGCGGCCAGAGAACCCAGTCTGCGCCAGCCCGGCTCGCTCGCGAAGCCACGGGCTTCACT
[+ | [e]|edt]|zze|zeadt|a| | [+dbt]| | cadbe| [++|cc| || || [zaz]||]c]|Free||cabt|c|dde |ttt || |zc]|++] || ]:]:]
GCGAGTTAGTCGGATTTTTTTCGTTAGGCGCGGATTCGTTGCGGTTAGAGAATTTAGTTTGCGTTAGTTCGGTTCGTTCGCGAAGTTACGGGTTTTATT

GACG CGACTTTCCAAGACGTGGGGGTCACCATGGGCAGAGGACATCGGTTCGGAGCCAGATCACGGGCCCCATAAGCATCAGACCATARGCAGCGCCG
[[++++] ]| [L1++1 11T [LTELEIE e [+ [ ++] | [1]]e]++] 1] [Tzel [ []]e]|++:4+
GACG CGATTTTTTAAGACGT TTATTATGGGTAGAGGATATCGGTTCGGAGTTAGATTACGGGTTTTATAAGTATTAGATTATAAGTAGCGTCG
U-PCR M-PCR
CCACTGAGAGCCGCTCGGAACTCGCCCAGCATGTCGGGTCCCCTAGCCAGGGCCTGGTGTACGTGGTCGAGGGCCCTGGAAGCCCCGATGGCCTAGGAG
x| [ etbe ] | [zl tbeae [ [ {14+l Lezza | [Tze | [[ Tzl LITLIIHR]LLIH+] LI Leze [T 1] [zzett ][] 22 ] ]]]
TTATTGAGAGTCGTTCGGAATTCGTTTAGTATGTCGGGTTTTTTAGTTAGGGTTTGGTGTACGTGGTCGAGGGTTTTGGAAGTTTCGATGGTTTAGGAG
U-PCR M-PCR PCRQ
GAGCAGGCGGGCGGGGCGGCGGETGTCECTGGCCGGEGCGGCGGETGTCGCTGGCCGGTAGAGAGCTTCGGCCTGACCTAGCGCAGGTCTGGTGCGCGC
FELa Lzt ] LI L] e ] Lt [ e L e LI e Lz L[z [ [+ [ ] e ] ][] [+
GAGTAGGTGGGCGGGGCGGCGEETGTCGTTGGTCGGEGCEGCGGETGTCGTTGETCGGTAGAGAGTTTCGGTTTGATTTAGCGTAGGTTTGGTGCGCGT

AGAGAACAACTCCAAGCGCACCGACGCCCGCGAGCTCCTTCCAAACACCGAACGGGATCCAGAGCCCGAGCCCACAGGCGGCGGCCGGGGGAGGGAGCA
RN REARE Rl i b ad IR B R S A N R R R A R R R A R A R R N R RN R R
AGAGAATAATTTTAAGCGTATCGACGTTCGCGAGTTTTTTTTAAATATCGAACGGGATTTAGAGTTCGAGTTTATAGGCGGCGGTCGGGGGAGGGAGTA

GGGTGCTGGCCGCCGCCCGGGAGTGTTCGCGTCCTGGGTGACCCCTGGAAGGACGTGGGGCCCARACTCCGGCTGGGGTTGGGAGAGCAGCCCCCAGAG
FULT e L] etttz et [ [LL] Il ee LOLET T zzee [DLPELLI#D DT Leze P et e LLLLITEITLTT 2l zzzze [T
GGETGTTGGTCGTCGTTCGEGAGTGTTCGCGTTTTGGGTGATTTTTGGAAGGACGTGGGGTTTARATTTCGGTTGGGGTTGGGAGAGTAGTTTTTAGAG

GCTCTCCGCGGGATCCTCTGCCGGGCGGGACCGTGGCTCCACAGGAGAAGTGGGTGGCAAGCCCTGCTTGGCGGAAAGCAGCCGTTCCCCTCCTCCTGG
N A R e e e e
GTTTTTCGCGGGATTTTTTGTCGGGCGGGATCGTGGTTTTATAGGAGA 'GGTAAGTTTTGTTTGGCGGAAAGTAGTCGTTTTTTTTTTTTTGG
PCR-1
GCCTGGGGCGGCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCGCCGGCCACATCCCCTGCCCCTTGGATTCCAAGCGCCCCGCGCGCCG
Jee| ||| |#+|++zzze|ec|zzee]||]|]zsettzzec]|: ||| eeettett|ce|e||zzee||zzze]|]]]]] | [+42 2 s bdttt o+
GTTTGGGGCGGCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCGTCGGTTATATTTTTTGTTTTTTGGATTTTAAGCGTTTCGCGCGTCG

AGGAGCCCAGCGCTAGTGGCGGCGGCCAGGAGAGACCCGGGTGTCAGGARAGATGGGCCGTCTGGGGGACAGCAGGGAGTCCGGGGGARACGCAGGCGT
IR s N NN e R NN NN NN R NN s K NN N N NN NN s NN NSl N Al
AGGAGTTTAGCGTTAGTGGCGGCGGTTAGGAGAGATTCGGGTGTTAGGARAGATGGGTCGTTTGGGGGATAGTAGGGAGTTCGGGGGAAACGTAGGCGT

CGGGCACAGAGTCGGCACCGGCGTCCCCAGCTCTGCCGAAGATCGCGGTCGGGTCTGGCCCGCGGGAGGGGCCCTGGCGCCGGACCTGCTTCGGCCCTG
| e[|+ e et H e[ [ oo | [edt| ||| [++++] [+ [ |2 ] | [zede++] | ] ] ] | [4+ed+| [ze| || [++] 2]
CGGGTATAGAGTCGGTATCGGCGTTTTTAGTTTTGTCGAAGATCGCGGTCGGGTTTGGTTCGCGGGAGGGGTTTTGGCGTCGGATTTGTTTCGGTTTTG

CGTGGGCGGCCTCGCCGGGCTCTGCAGGAGCGACGCGCGCCARAAGGCGGCGGGAAGGAGGCGGGGCAGAGCGCGCCCGGGACCCCGACTTGGACGCGG
||| [ et e[| [ [+ttt [ [ F 4 LI+ e ] ] (e et | | oot ] o | ]| | +44++]
CGTGGGCGGTTTCGTCGGGTTTTGTAGGAGCGACGCGCGTTAAAAGGCGGCGGGAAGGAGGCGGGGTAGAGCGCGTTCGGGATTTCGATTTGGACGCGG

CCAGCTGGAGAGGCGGAGCGCCGGGAGGAGACCTTGGCCCCGCCGCGACTCGGTGGCCCGCGCTGCCTTCCCGCGCGCCGGGCTAAAAAGGCGCTAACG
so| e[ LTI+ et LTI T ee | ] ] eeettedtdt| o[ +4] ||| oatbtbe | [ oo | | cabtrtrss | [ ||| ||| || [++:] ] [++
TTAGTTGGAGAGGCGGAGCGTCGGGAGGAGATTTTGGTTTCGTCGCGATTCGGTGGTTCGCGTTGTTTTTTCGCGCGTCGGGTTAAAAAGGCGTTAACG

CCCGCGGCCGCCTACTCCCCGCGGCGCCTCCCCTCCCCGCGCCCATATAACCCGCCTAGGGGCCGGGCAGCCCGCCCIGCCTCCCCG

R R R NN R e N R e E R N R R A N R

TTCGCGGTCGTTTATTTTTCGCGGCGTTTTTTTTTTTCGCGTTTATATAATTCGTTTAGGGGTCGGGTAGTTCGTTTTGTTTTTTCG
+1
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Figure 3
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Supplemental Figure S1
TP73 sequence
GCCGGCGCCTCTAGGGCCCCCCAGATCGCGCAGACCCTGACATCCCCGCCTGGCCCTGGGTTCTGGGAGCTGAGAGCCGG
drbk s o[ ||| [rezaae ||| [dbtbe | [ [aee || [a][eeetbaa] | Jeaa[[ |||z [][[]z]]]]]]zH+]
GTCGGCGTTTTTAGGGTTTTTTAGATCGCGTAGATTTTGATATTTTCGTTTGGTTTTGGGTTTTGGGAGTTGAGAGTCGG
PCR-1
CCAGGGTCCTGCTCGTACCTCCGGGCGCCCAGCCTCGGGTCTGCTCCCCGCGGACGCCCCAACCTCCCCGGCCGAATGGA
s | ||| [ee|]e|dt] | ee|ett| |Feee||ae|d+]| ||| |z]zeetttt]| [+zzee]||ce|zaett|ct+]|]|]|]|]]
TTAGGGTTTTGTTCGTATTTTCGGGCGTTTAGTTTCGGGTTTGTTTTTCGCGGACGTTTTAATTTTTTCGGTCGAATGGA

TGGTGGTGCGCGCGCGTCCTACTCCGGCGGTGCCGGCCTTTTCTGTTGCCARAACTAGACCCARACCTCTGCATGGGATT
LITTTL] e |22 | [z e || | [t az [ ][ [ LI le L PIe T bzee Tzl laf]1]]]
TGGTGGTGCGCGCGCGTTTTATTTCGGCGGTGTCGGTTTTTTTTGTTGTTAAAATTAGATTTAAATTTTTGTATGGGATT

CGTCTTTGGGTCCCCACCCCGTGCGCCCAGCAAACAGTGGGTGAGCCATGAAGATGTGCGAGTCAGCCGGACCCTCCCCG
Sl RN R s N N N NN N R NN N R N e N N e N
CGTTTTTGGGTTTTTATTTCGTGCGTTTAGTAAATAGTGGGTGAGTTATGAAGATGTGCGAGTTAGTCGGATTTTTTTCG

PCRQ
TCAGGCGCGGACCCGCTGCGGCCAGAGAACCCAGTCTGCGCCAGCCCGGCTCGCTCGCGAAGCCACGGGCTTCACTGACG
[ [ [#+tt] [eette | [+ e | ||| Teee| ||| FFee] [eett]e|+te|tett] || o |+ | 2] |2]:]] | ++
TTAGGCGCGGATTCGTTGCGGTTAGAGAATTTAGTTTGCGTTAGTTCGGTTCGTTCGCGAAGTTACGGGTTTTATTGACG

CGACTTTCCAAGACGTGGGGGTCACCATGGGCAGAGGACATCGGTTCGGAGCCAGATCACGGGCCCCATAAGCATCAGAC

Sl N R R R R RN A e N s R R RN R N N L N N R R R R R
CGATTTTTTAAGACGT GGTTATTATGGGTAGAGGATATCGGTTCGGAGTTAGATTACGGGTTTTATAAGTATTAGAT

M-PCR

U-PCR
CATAAGCAGCGCCGCCACTGAGAGCCGCTCGGAACTCGCCCAGCATGTCGGGTCCCCTAGCCAGGGCCTGGTGTACGTGG
LU eIttt [ | [ [ ette || Ltz [ [ [ LI {4 [ fezae [ [ Lee [ [[[z2[[]]]]]++]]
TATAAGTAGCGTCGTTATTGAGAGTCGTTCGGAATTCGTTTAGTATGTCGGGTTTTTTAGTTAGGGTTTGGTGTACGTGG

M-PCR

U-PCR PCRQ
TCGAGGGCCCTGGAAGCCCCGATGGCCTAGGAGGAGCAGGCGGGCGEEECGECGGGTGTCGCTGGCCGGGGCGGCGEETG
R NN R N R N N RN N R N N N et N N e e N R R N N N e B Ed Y

TCGAGGGTTTTGGAAGTTTCGATGGTTTAGGAGGAGTAGGTGGGCGGGGCGGCGGGTGTCGTTGGTCGGGGCGGCGGGTG

TCGCTGGCCGGTAGAGAGCTTCGGCCTGACCTAGCGCAGGTCTGGTGCGCGCAGAGAACAACTCCAAGCGCACCGACGCC
s N N N N N e N RN e N A NN N s N N R N R NN s ks bt
TCGTTGGTCGGTAGAGAGTTTCGGTTTGATTTAGCGTAGGTTTGGTGCGCGTAGAGAATAATTTTAAGCGTATCGACGTT

CGCGAGCTCCTTCCARACACCGAACGGGATCCAGAGCCCGAGCCCACAGGCGGCGGCCGGGGEAGGGAGCAGGGTGCTGE
sl SRR R e N N N e N R N b e R AN NN NN RN N A NN A
CGCGAGTTTTTTTTARATATCGAACGGGATTTAGAGTTCGAGTTTATAGGCGGCGGTCGGGGGAGGGAGTAGGGTGTTGG

CCGCCGCCCGGGAGTGTTCGCGTCCTGGGTGACCCCTGGARGGACGTGGGGCCCARACTCCGGCTGGGGTTGGGAGAGCA
ket z stk | ||| [ ][ [t ae [ L[ fzza | [LTPTI+0 L] ez ] Lefetl s [LITTIITTT]:
TCGTCGTTCGGGAGTGTTCGCGTTTTGGGTGATTTTTGGAAGGACGTGGGGTTTARATTTCGGTTGGGGTTGGGAGAGTA

GCCCCCAGAGGCTCTCCGCGGGATCCTCTGCCGGGCGGGACCGTGGCTCCACAGGAGAAGTGGGTGGCAAGCCCTGCTTG
lzzazs| [|[|a]efedbbt|[[[az]z]|abt] [dt]|[etl|[efzalal [[[IITIITI1I]1e]]z22]]]]]
GTTTTTAGAGGTTTTTCGCGGGATTTTTTGTCGGGCGGGATCGTGGTTTTATAGGAGAAGTGGGTGGTAAGTTTTGTTTG
PCR-1
GCGGAAAGCAGCCGTTCCCCTCCTCCTGGGCCTGGGGCGGCGCCCCTCACCCCTGTTCCCCGCCCCTCACCCCTGTTCCC
Eed R R e R R R E R R B R R R e N N R s B R A R R
GCGGAAAGTAGTCGTTTTTTTTTTTTTGGGTTTGGGGCGGCGTTTTTTATTTTTGTTTTTCGTTTTTTATTTTTGTTTTT

CGCCGGCCACATCCCCTGCCCCTTGGATTCCAAGCGCCCCGCGCGCCGAGGAGCCCAGCGCTAGTGGCGGCGGCCAGGAG
|| frraa [ |rera [ ||| | ee ]| [FFeeetbbtttett| ||| |eee | [F+ ||| ]| ++]++]z2]]]]
CGTCGGTTATATTTTTTGTTTTTTGGATTTTAAGCGTTTCGCGCGTCGAGGAGTTTAGCGTTAGTGGCGGCGGTTAGGAG

AGACCCGGGTGTCAGGAAAGATGGGCCGTCTGGGGGACAGCAGGGAGTCCGGGGGARACGCAGGCGTCGGGCACAGAGTC
BN NN N NN R N N NN s NN N e N b N N R NN
AGATTCGGGTGTTAGGAAAGATGGGTCGTTTGGGGGATAGTAGGGAGTTCGGGGGARACGTAGGCGTCGGGTATAGAGTC
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GGCACCGGCGTCCCCAGCTCTGCCGAAGATCGCGGTCGGGTCTGGCCCGCGGGAGGGGCCCTGGCGCCGGACCTGCTTCG
AR [t | ||| |4ttt [+ | ||| [zttt | | ||| [ees| ]| |+tett]|ce]]:]|++
GGTATCGGCGTTTTTAGTTTTGTCGAAGATCGCGGTCGGGTTTGGTTCGCGGGAGGGGTTTTGGCGTCGGATTTGTTTCG

GCCCTGCGTGGGCGGCCTCGCCGGGCTCTGCAGGAGCGACGCGCGCCARAAGGCGGCGGGAAGGAGGCGGGGCAGAGCGE
[zoa ||| || [4t] e [bab| ||| [ 2] || ][4t tbbbzs | L] [t [k [[LI]]] I+ 12 ]]][+++
GTTTTGCGTGGGCGGTTTCGTCGGGTTTTGTAGGAGCGACGCGCGTTAAAAGGCGGCGGGARAGGAGGCGGGGTAGAGCGC

GCCCGGGACCCCGACTTGGACGCGGCCAGCTGGAGAGGCGGAGCGCCGGGAGGAGACCTTGGCCCCGCCGCGACTCGGTG
#rott| | [eoot| ||| [oreeloe | [2] ]| orett []]]]] o] ]]]zebbentne] |24 ]|
GTTCGGGATTTCGATTTGGACGCGGTTAGTTGGAGAGGCGGAGCGTCGGGAGGAGATTTTGGTTTCGTCGCGATTCGGTG

GCCCGCGCTGCCTTCCCGCGCGCCGGGCTAAAAAGGCGCTAACGCCCGCGGCCGCCTACTCCLCLCGLGGLGLCTCCCCTCC
[reddtte | | oo | | cetdtttttt| || ||| ||| |#+:] || Freetttt|cttrce ||| oottt |||z
GTTCGCGTTGTTTTTTCGCGCGTCGGGTTAAAAAGGCGTTAACGTTCGCGGTCGTTTATTTTTCGCGGCGTTTTTTTTTT

CCGCGCCCATATAACCCGCCTAGGGGCCGGGCAGCCCGCCCTIGCCTCCCCG
e R A A R R R e R R B
TCGCGTTTATATAATTCGTTTAGGGGTCGGGTAGTTCGTTTTGTTTTTTCG

+1
Upstream sequence represents the native DNA sequence. Downstream sequence represents the bisulfite
converted DNA. The CpG are indicated with +. Primers are indicated.

The following primers were used for PCR.

PCR Size bp | Forward Reverse

MS-PCR

PCR-1 874 GTTTTGGGTTTTGGGAGTTGAGAG ACCACCCACTTCTCCTATAAAA

M-PCR 109 GGGGTTATTATGGGTAGAGGATATC ACATACTAAACGAATTCCGAACGACTC
U-PCR 112 GGGTTATTATGGGTAGAGGATATT ACATACTAAACAAATTCCAAACAACTCTC
PCRQ 285 TAAATAGTGGGTGAGTTATGAAGATGT | TACACCAAACCCTAACTAAAAAACC
RT-PCR

TAp73 ex2-6 | 630 CACCACGTTTGAGCACCTCT AGATTATTGCCTTCCACGCG

TP73 ex7-10 | 389 GACGGAATTCACCACCATCCT CCAGGCTCTCTTTCAGCTTC

DNp73 ex3’-6 | 519 CCATGCTGTACGTCGGTGAC CCAAATCCTTCTCCCTATCC

PCR1, M-PCR, U-PCR and PCR Q were run with 25, 17, 20 and 19 cycles, respectively.
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Régulation épigénétique et protéique de p73 dans le Myélome Multiple

Epigenetic and post-translational régulation of p73 in Multiple Myeloma

Résumé

Les anomalies de TP53, que sont la délétion génique
associée ou non a des mutations somatiques,
demeurent un facteur de résistance au traitement dans
le Myélome Multiple (MM) malgré l'introduction de
nouveaux agents thérapeutiques. Pour contourner les
anomalies de TP53, nous avons étudié la possibilité
d’'activer p73, un membre de la famille de p53, qui n’est
pas fréquemment muté dans les cancers. Nous avons
étudié I'expression, la méthylation et la régulation de
TP73 dans une collection de lignées de MM sauvages
ou déficientes pour p53. Nous montrons que TP73 est
rarement exprimé et surtout dans les lignées TP53
sauvage. Nous avons étudié la méthylation de l'ilot CpG
situé en amont du géne par MS-PCR et montré que
I'absence d’expression correspond a son
hyperméthylation, qui peut néanmoins étre réversée par
la décitabine, un inhibiteur de la méthylation. Malgré
I'augmentation d’expression de TP73, la décitabine ne
permet pas une expression protéique significative de
p73. Pour étudier la régulation de p73, nous avons
utilisé des agents alkylants, des inhibiteurs de MDM2 et
du protéasome. Nous montrons que les nutlin3a et
MG132, ne stabilisent pas p73 mais diminuent son
expression constitutive. Les agents alkylants induisent
une augmentation de p73 mais uniquement dans les
lignées TP53 sauvage et I'extinction de p53 par ARN
interférence inhibe cette régulation. Dans les lignées
déficientes pour p53, la décitabine augmente
I’expression génique mais le melphalan ne permet pas
de stabilisation de la protéine. L’ensemble de nos
résultats montre que TP73 n’apparait pas étre un bon
candidat pour contourner les anomalies de TP53.

Mots clés
Myélome multiple, p53, p73, méthylation, décitabine,
agents alkylants

Abstract

TP53 deficiency remains a major adverse event in
Multiple Myeloma despite therapeutic progresses. p73,
a member of p53 family, is very rarely mutated and has
been poorly studied in myeloma. Using human myeloma
cell lines with different TP53 status, we assessed
methylation, expression and regulation of TP73. We
report that TP73 is silenced by methylation and that
decitabine increases its expression, which remains
however insufficient for significant protein expression.
Alkylating drugs increase expression of TP73 only in
TP53wt cells and fail to synergize with decitabine in p53
deficient cells. On the other hand, MG132 and nutlin-3a
don’t stabilize p73 in response to in TP53wt p73 positive
cell lines. TP73 does not appear as a promising target
for bypassing p53 deficiency in Multiple Myeloma.

Key Words
myeloma, p53, p73, methylation, alkylating drugs,
decitabine, MG132.



