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Abréviations

ADN : acide désoxyribo-nucléique

CNA : copy number abnormality

GWAS : genome-wide association studies

HRD : hyperdiploidie

Ig : immunoglobuline

ISS : international staging system

IMiDs : immunomodutalory drugs

IMWG : International Myeloma Work Group

MGUS : monoclonal gammopathy of undetermined significance
MM : myélome multiple

MRD : minimal residual disease

RC : rémission compléte

RP : réponse partielle

SMM : smoldering multiple myeloma

TBRP : trés bonne réponse partielle

ULP-WGS : ultra low pass — whole genome sequencing

WES : whole exome sequencing
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GENERALITES

1. Aspects cliniques du Myélome Multiple

Epidémiologie

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par une
prolifération clonale de plasmocytes tumoraux envahissant la moelle osseuse
hématopoiétique 2. Il représente environ 10 % des cancers hématologiques, ce qui le
situe au deuxiéme rang par ordre de fréquence aprés les lymphomes. En France,
I'incidence annuelle est de 6 a 7/100 000 habitants, soit environ 3 000 nouveaux cas
diagnostiqués chaque année >. La survie médiane n'excéde pas 5 & 7 ans, mais le
pronostic varie selon les patients : certains décéedent en quelques mois, d’autres, au
contraire, ont une survie se prolongeant au-dela de 10 ans “. La médiane d'age est de

72 ans, mais se réduit & 65 ans dans les séries hospitaliéres °.

Sémiologie du myélome multiple

Les principales manifestations du myélome résultent de 'accumulation de plasmocytes

tumoraux au niveau de la moelle osseuse, pouvant entrainer :

- la production et la sécrétion d’'une protéine monoclonale dans le sang et/ou les
urines;
- des Iésions osseuses;

- une insuffisance médullaire avec anémie et/ou leucopénie et thrombopénie;



- une immunodépression avec inhibition de la production des immunoglobulines

normales et sensibilité accrue aux infections

Certains patients n’ont aucune symptomatologie clinique au moment du diagnostic
et la maladie est alors découverte de maniére fortuite, a 'occasion, par exemple, de la
détection d’un pic sur une électrophorése des protéines sériques pratiquée lors du bilan

d’'une autre pathologie.

L’altération de I'état général représente un des signes les plus fréquents au

diagnostic.

Les cytopénies sont avant tout marquées par un syndrome anémique. Il s’agit
d’'une anémie normochrome normocytaire arégénérative. Les causes en sont multiples,
parmi lesquelles la prolifération plasmocytaire médullaire, une suppression de
I'érythropoiése induite par les cytokines, un phénoméne d'hémodilution lié a
'hyperprotidémie et la diminution de sécrétion d’érythropoiétine (EPO) en cas
d’'insuffisance rénale. L'expression a la surface des cellules myélomateuses des
récepteurs Fas-ligand et TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) intervient dans l'apoptose des progéniteurs érythroides. Il existe aussi, a un

degré moindre, des thrombopénies et des neutropénies.

L’atteinte osseuse est liée a l'infiltration plasmocytaire qui s’accompagne d’une
résorption ostéoclastique et d’une inhibition de la reconstruction osseuse par les
ostéoblastes. Les douleurs osseuses sont présentes chez 70 % des patients au
diagnostic et intéressent surtout le squelette axial. Les douleurs osseuses nécessitent
souvent le recours aux antalgiques de palier Ill, et retentissent sur les capacités

fonctionnelles des patients. L’atteinte osseuse peut se compliquer de fractures



pathologiques, compressions neurologiques, médullaires, radiculaires ou tronculaires,
secondaires a un tassement vertébral, une épidurite ou un plasmocytome. L'IRM en

urgence est nécessaire dans ces indications.

L’insuffisance rénale est présente chez environ 50% des patients au diagnostic.
Le recours a I’'hémodialyse est requis dans 5 a 10% des cas. La cause la plus fréquente
reste la tubulopathie myélomateuse (environ 75% des atteintes rénales). Elle est
caractérisée par la précipitation de cylindres, formés de chaines légéres
d'immunoglobulines et de protéines de Tamm-Horsfall, dans les tubules distaux.
L’atteinte pré-rénale est aussi fréquente et liée notamment a une hypercalcémie. Les
atteintes glomérulaires sont plus rares et souvent liées a une complication du myélome
comme le développement d’'une Amylose AL ou d’'une cryoglobulinémie. Les atteintes

rénales des gammapathies monoclonales sont résumées dans le Tableau 1.

Tableau 1. Atteinte rénale dans les gammapathies monoclonales.

Pré-rénale (insuffisance - Par déshydratation extra cellulaire dans un contexte :

rénale fonctionnelle) - d'hypercalcémie

- de pertes digestives (vomissements)

- Tubulopathie myélomateuse (tubes distaux)

Tubulaire produits de contraste iodés)

Rénale .
proximale)

- Nécrose tubulaire aigué (notamment aprés utilisation de

- Syndrome de Fanconi : traduction clinique d’une atteinte

tubulaire  proximale (tubulopathie  « microcristalline »




- Amylose AL

- Maladie a dépdts monotypiques (de chaines Iégéres et/ou

de chaines lourdes) non organisés = syndrome de Randall

Glomérulaire - Dépbts organisés non amyloides: ces dépbts
glomérulaires ont une organisation microtubulaire

(glomérulonéphrite immunotactoide)

- Atteintes glomérulaires au décours des cryoglobulinémies

(de type | ou Il)

L’hypercalcémie est retrouvée dans prés de 20% des cas au diagnostic. Elle
représente une urgence thérapeutique et se complique souvent d’insuffisance rénale
aigué. Plusieurs mécanismes en expliquent la survenue. L’activation ostéoclastique par
les plasmocytes tumoraux induite localement par les cellules myélomateuses,
provoquant une lyse osseuse. A moindre mesure, la baisse du débit de filtration
glomérulaire et l'augmentation de la résorption tubulaire du calcium ainsi que la
diminution de [lactivité ostéoblastique participent aussi a la survenue d’une

hypercalcémie.

Un syndrome infectieux peut étre présent au diagnostic - dans environ 10% des
cas. Le MM induit un déficit de [limmunité humorale en lien avec une
hypogammaglobulinémie, dont la conséquence est 'augmentation du risque d’infections
a germes encapsulés, telles que Streptococcus pneumoniae et Haemophilus
influenzae. Les infections sont aussi favorisées par les différents traitements du MM,
dont la Dexaméthasone et demeurent la premiére cause de décés chez les patients

atteints de myélome, en cause dans 20% a 50% des cas. Les vaccinations anti-




pneumococcique et anti-haemophilus peuvent étre recommandées car elles diminuent
significativement  l'incidence des événements infectieux. Dans les cas
d’hypogammaglobulinémie profonde, certains recommandent une antibioprophylaxie
par Oracilline orale ou une supplémentation par immunoglobulines polyvalentes aprés

un premier épisode infectieux.

Le risque thrombo-embolique est élevé chez les patients atteints de MM et ce en
raison de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de la présence d’un composant
monoclonal élevé, de I'age souvent avancé des patients, d’'une mobilité réduite liée aux
complications osseuses et neurologiques, voire de la présence d'un syndrome
néphrotique chez certains patients. Une cause majeure de maladie thrombo-embolique
veineuse ou artérielle dans le myélome reste l'utilisation de chimiothérapies telles que
les anthracyclines, de la dexaméthasone a hautes doses et des IMiDs (thalidomide et
lénalinomide). Une prévention du risque thrombo-embolique, par aspirine ou héparine
de bas poids moléculaire selon le risque estimé de thrombose, est nécessaire en cas

d'utilisation de ces agents thérapeutiques °.

Le syndrome d’hyperviscosité est peu fréquent dans le MM a l'inverse de la
maladie de Waldenstom. Ceci s’explique par le fait que I'lgG (monomérique) et I'lgA
(dimérique) ont un poids moléculaire plus faible que I'lgM (pentamérique). Un syndrome
d’hyperviscosité peut s'observer lorsque le taux du composant monoclonal sérique (IgA
ou IgG) est trés élevé. Ses signes clinigues sont marqués par un syndrome
confusionnel, des céphalées, des vertiges, voire des convulsions ou un coma. En cas
de suspicion clinique, le diagnostic est facilement confirmé par la réalisation en urgence

d'un fond d’ceil, retrouvant des lésions telles que dilatations veineuses, hémorragie
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rétinienne, micro-anévrismes, exsudats et cedéme papillaire. Un traitement par
plasmaphérése en urgence est indiqué en complément de la mise en place d’un

traitement spécifique du MM.

Les atteintes neurologiques survenant dans le MM sont souvent liées a une
atteinte médullaire par compression secondaire a une fracture vertébrale ou a une
épidurite tumorale. Des localisations plasmocytaires de la volte cranienne compliquées
de syndrome de masse peuvent aussi se voir. L'IRM médullaire constitue 'examen de
choix pour confirmer le diagnostic, établir I'étiologie et aider a la décision thérapeutique
(radiothérapie ou neurochirurgie). Les atteintes périphériques a type de

" Elles peuvent étre

polyneuropathies sensitives sont fréquentes et invalidantes
iatrogénes, induites par le thalidomide ou le bortezomib et imposent des réductions de
doses, voire larrét du traitement incriminé. D’autres causes de neuropathies

périphériques sont notamment liées a une amylose AL, une activité cryoglobulinémique

ou anticorps anti-MAG de I'immunoglobuline monoclonale.

Diagnostic positif

Le diagnostic de MM repose sur la présence d’une plasmocytose médullaire > 10%, a la
différence de la gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS). Les
critéres diagnostiques distinguent les MM symptomatiques (présence d’au moins un
des criteres CRAB ou d’'une plasmocytose >60% ou d’un rapport de chaines Iégéres

libres sériques > 100) des MM asymptomatiques (smoldering MM - SMM) 8,
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Tableau 2. Criteres diagnostiques différenciant le MM symptomatique, le SMM et

la MGUS.

Myélome

multiple

symptomatique

Plasmocytose médullaire = 10 %,
ET présence d’au moins un critere CRAB.
ET/OU un des critéres suivants :
- Plasmocytose médullaire = 60 %
- Rapport chaine légére libre affectée/non affectée > 100

- Plus d’'une |ésion osseuse focale a I'|RM

Myélome

multiple

asymptomatique

Prolifération plasmocytaire = 10 % et < 60%

ET/OU Présence d’une protéine sérique monoclonale (IgG ou IgA)
=30 g/l

ET/OU protéinurie de Bence Jonce = 500mg/24h

ET absence de critere CRAB ou de signe d’amylose

MGUS

Plasmocytose médullaire < 10 %
ET protéine monoclonale < 30 g/l

ET absence de criteres CRAB

Les critéres CRAB définissent les atteintes organiques dues a la maladie. °

* C pour hyperCalcémie > 0.25 mmol/L au-dessus de la limite supérieure ou >

2.75mmol/L;
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* R pour insuffisance Rénale avec créatininémie > 177 pmol/l ou > 20 mg/l) ou clairance

de la créatinine < 40mL/min ;

* A pour Anémie avec un taux d’hémoglobine < 10 g/dl ou plus de 2 g/dl en dessous de

la limite inférieure de la normale;

* B pour Iésions osseuses (Bone lesions) caractérisées par une ou plusieurs lésions

osseuses par radiographie, scanner ou TEP-scanner.

Pronostic

Selon ce consensus de [llInternational Myeloma Work Group %', TIévaluation

pronostique du MM doit comporter la B2m et le taux d’albuminémie pour définir
I'International Staging System (ISS), (Tableau 3) et une analyse cytogénétique des
plasmocytes par FISH a la recherche de translocation (4 ;14), délétion 17p et gain de
1q. Les autres marqueurs sont de I'ordre de la recherche. Le consensus précise que les
critéres ne sont évaluables qu’en cas de myélome symptomatique, et qu’ils ne doivent
pas étre pris en compte chez les patients atteints d’'un myélome asymptomatique. La
combinaison de ces marqueurs pronostiques permet de stratifier les patients en 3

groupes (Tableau 4).

Tableau 3. Définition des stades de I'ISS et impact sur la survie °.

Stade Définition Survie médiane

I B2m < 3,5 mg/l et 62 mois

Albumine = 35 g/
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1 Ni stade |, ni stade IlI 44 mois

1] B2m = 5,5 mg/l 29 mois

La B2 microglobuline est exprimée a la surface des plasmocytes malins au cours
du myélome. Elle est relarguée dans le sérum par clivage protéolytique puis éliminée
par voie essentiellement rénale "'. Son taux sérique refléte la masse tumorale (plus la
masse tumorale est importante, plus le taux de f2m sera élevé), mais il est influencé
par I'existence d’'une insuffisance rénale (@ masse tumorale égale, le taux sérique de
B2m sera plus élevé chez un patient présentant une insuffisance rénale que chez un

patient ayant une fonction rénale normale).

L’analyse cytogénétique est effectuée par FISH (Fluorescent /In Situ Hybridation)
ou SNP array (Single-Nucleotide Polymorphism). En effet, les plasmocytes sont des
cellules en différenciation trés avancée, dont I'index de prolifération est faible. Il est
donc difficile de générer des métaphases au sein dun clone plasmocytaire
myélomateux pour réaliser un caryotype conventionnel. Ainsi des techniques alternent
ont du étre développées comme le FISH et le SNP array afin de détecter les
translocations et les anomalies du nombre de copies récurrentes dans le MM. Les
anomalies chromosomiques qui ont montré un impact pronostique défavorable sur la
survie sans événements (SSE) et la survie globale (SG) au cours du myélome sont la
délétion (17p) (si présente dans plus de 60% des plasmocytes), la translocation t(4;14)
et le gain de 1qg. Selon les recommandations de 'IMWG, c’est au minimum sur ces trois
anomalies que doit porter I'analyse cytogénétique du myélome réalisée en FISH au

moment du diagnostic initial.
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Tableau 4. Stratification du

cytogénétique '°.

risque pronostique en combinant

ISS et

Risque
Haut risque Faible risque
intermédiaire
ISS II/1ll et ISS I/ll et
Parametre t(4;14) ou autre absence de t(4;14), del17p ou gain
del17p 1921 et age < 55 years
Médiane de
_ 2 ans 7 ans > 10 ans
survie
% de patients 20% 60% 20%

Bilan recommandé par 'IMWG au diagnostic d’'un myélome multiple ®:

Evaluation de la plasmocytose médullaire pour confirmation du diagnostic :

- Myélogramme

- Biopsie médullaire en cas d’échec

Evaluation du composant monoclonal pour confirmation du diagnostic :

- Electrophorése des protéines sériques :

mise en évidence du pic d’allure

monoclonale et quantification du pic. La technique d’intégration du pic permet

une mesure séparée du

pic monoclonal et du

taux résiduel des

gammaglobulines, mais est moins précise si le composant monoclonal est

minime ou migre dans la zone des bétaglobulines.
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- Immunofixation des protéines sériques : confirmation du caractére monoclonal et
caractérisation de l'isotype de 'immunoglobuline (anti-sérum pentavalent : G, A,
M, K, A)

- Les chaines légéres libres sériques : le dosage des chaines légeres libres
sériques (k et A), par néphélémétrie, sont nécessaires au bilan initial d’'un MM.
Dans certains cas, seules les chaines Iégéres libres sériques sont détectables et
permettent ainsi le suivi des patients. Le ratio de la chaine Iégére altérée sur la
chaine légere normale est utilisé pour le suivi de la réponse au traitement et la
stadification des patients.

- Protéinurie avec recherche de chaines légéres libres urinaires : électrophorése

et immunofixation des protéines a partir d’'un recueil d’urine de 24 heures.

Evaluation des critéres d’évolutivité pour confirmation du caractére symptomatique du

myélome (CRAB et nouveaux critéres) :

- Hémogramme avec frottis sanguin et évaluation du taux de réticulocytes.

- Calcémie : mesure de la calcémie corrigée en fonction de I'albuminémie.

- Créatininémie : mesure de la clairance de la créatinine par la formule MDRD.

- Bilan radiologique du squelette, comportant des clichés standards du crane (face
et profil), du rachis complet (face et profil), du bassin (face), du thorax (face et
profil) et des grills costaux, des fémurs et des humérus (droits et gauches).

- IRM du rachis et du bassin (sans et avec injection de gadolinium).

- Scanner sans injection de produit de contraste iodé si un bilan complémentaire

est nécessaire sur une Iésion osseuse.
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- Le TEP-scanner est devenu un élément essentiel du bilan osseux initial.

- Le dosage des chaines légéres libres sériques : un rapport chaine Iégére altérée
sur la chaine légere normale > 100 est un critére de traitement d’'un MM.

- Myélogramme : un envahissement médullaire des plasmocytes tumoraux
supérieur a 60% représente aussi un nouveau critére de traitement d’'un MM,

méme en I'absence de critéres CRAB.

Evaluation pronostique

- Albuminémie et B2-microglobuline sérique pour déterminer le stade du score
ISS.
- Analyse cytogénétique par FISH et/ou SNP array des plasmocytes tumoraux

pour rechercher une t(4 ;14), une del(17p) et un gain 1921.

Prise en charge thérapeutique du MM

Bien que le MM reste une maladie incurable, 'avénement des nouveaux agents
thérapeutiques (inhibiteurs du protéasome, immunomodulateurs et anticorps-
monoclonaux) depuis ces 10 derniéres années ont significativement amélioré le

pronostic des patients.

Myélome multiple asymptomatique

Pour I'heure, aucun traitement n’est recommandé pour les myélomes asymptomatiques

et seule une surveillance est préconisée. Pour la surveillance des patients, les
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recommandations en 2010 de I'lMWG préconisent de répéter le bilan 2 a 3 mois aprés
le diagnostic puis tous les 4 & 6 mois pendant un an puis tous les 6 a 12 mois '2.
Cependant des essais cliniques ont montré le possible intérét d’une intervention

thérapeutique précoce pour les MM asymptomatiques ', ce qui est encore & I'étude.

Myélome Multiple symptomatique

Deux groupes de patients sont distingués, ceux éligibles a un traitement intensif (moins
de 65 ans, voire 70 ans pour certains et absence de comorbidité importante) de ceux
non éligibles a une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (de fagon
générale, les patients de plus de 65 a 70 ans et/ou présentant une comorbidité

importante).

Chez les sujets éligibles a une intensification thérapeutique, le principe du
traitement de premiere ligne repose sur la succession de phases d’induction,
d’intensification, de consolidation et de maintenance. La phase d’induction est
constituée par une combinaison d’une triplette thérapeutique associant un inhibiteur de

1

protéasome, un immunomodulateur et de la dexaméthasone '. Quatre cycles sont

habituellement réalisés, au cours desquels un recueil de cellules souches
hématopoiétique est réalisé aprés mobilisation par endoxan. L’intensification
thérapeutique est réalisée par une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

14,15

apres conditionnement par du melphalan a haute dose Un traitement de

consolidation et de maintenance peut permettre d’améliorer la réponse et notamment la

16

maladie résiduelle °. Le traitement de consolidation comprend classiquement la

combinaison utilisée dans la phase d’'induction. Enfin, un traitement de maintenance est
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administré pendant une période d’'un an, souvent par un immunomodulateur. Le
Lénalidomide a recu 'AMM dans cette indication début Mars 2017. De nombreuses
études ont montré une corrélation entre la qualité de la réponse au traitement et les
taux de survie sans progression et survie globale dans le MM chez les sujets éligibles a

un traitement intensif, d’ots 'importance d’obtenir une réponse compléte *’.

100 -

mORR
9 T mvGrR
B CR/nCR

Reponses (%)

vapb TD RD PAD VTD CVD RVD CVRD

Induction

Figure 1. Taux de réponse en fonction du type de
traitement d’induction (ORR = réponse globale, VGPR =
trées bonne réponse partielle et CR/nCR = réponse
compléte et réponse compléte indéterminée). Adapté de
Stewart et al. Blood 2009 "
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Traitement de premiére ligne des patients non éligibles a une intensification
thérapeutique. Les patients agés de plus de 65 ans représentent plus de 60% des
nouveaux patients diagnostiqués avec un MM. L'intensification thérapeutique par
autogreffe de cellules souches périphériques n’est pas accessible aux patients agés en

raison de morbidités associées trop importantes.

VMP (Bortezomib, Melphalan, Dexamethasone) : la combinaison VMP s’est
avérée supérieure au MP pour la survie sans progression, la survie globale, la survie
sans traitement et les taux de RC dans I'essai international de phase 3 VISTA (Velcade

as Initial Standard Therapy) '®.

RD (Revlimid et Dexamethasone): un récent essai de phase 3 a montré la
supériorité d’une combinaison par RD pendant 18 mois ou jusqu’a la rechute en

comparaison a un bras associant MPT (melphalan, prednisone, thalidomide) *°.

Perspectives

De nouvelles approches thérapeutiques sont a I'étude en premiére ligne ou a la rechute
dans le MM. Il s’agit notamment d'immunothérapies et de thérapies ciblées. Concernant
limmunothérapie, deux anticorps monoclonaux, 'un anti-CD38 (daratumumab) % et
lautre anti-SLAMF7 (elotuzumab) 2!, ont été développés et on démontré une efficacité
prometteuse. Ces anticorps monoclonaux ciblent des marqueurs de surface des
plasmocytes (CD38 et SLAMF7) et induisent une réaction de type ADCC (Antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity) permettant I'activation des cellules NK contre les

cellules tumorales. Une nouvelle génération d'immunothérapies dans la prise en charge
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des cancers est représentée par les inhibiteurs de checkpoint PD-1 et PD-L1. Ces
approches sont actuellement a l'étude, ce qui permettra d’en définir la place dans
l'arsenal thérapeutique du MM. D’autres thérapies ciblées tels que le Venetoclax
(inhibiteur de Bcl-2) et S63845 (inhibiteur de Mcl-1) pourraient présenter un intérét,
notamment dans des sous-groupes moléculaires spécifiques de tumeurs. En effet, le
Venetoclax semble avoir une efficacité notable dans les MM avec t(11;14) qui
présentent un ratio Bcl-2/Bcl-X, élevé et il sera intéressant d’étudier le nouvel inhibiteur
de Mcl-1 dans les MM avec gain de 1q — siége du géne MCL-1. De plus, les nouvelles
générations d’inhibiteurs du protéasome et dimmunomodulateurs pourront
vraisemblablement améliorer la prise en charge thérapeutique des patients atteints de

MM.

Evaluation de la réponse au traitement

L’évaluation de la réponse au traitement du myélome repose essentiellement sur le
suivi du composant monoclonal. L’examen de la moelle osseuse est indiqué afin de
définir la réponse compléte stringente par cytométrie en flux et d’évaluer la maladie
résiduelle (par technique de cytométrie en flux et de next generation sequencing). Le
Tableau 5 reprend les recommandations de I'IMWG pour la caractérisation de la

réponse et le Tableau 6 pour le statut des patients a la rechute.
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Tableau 5. Critéres de réponse au traitement de 'IMWG °.

Catégorie de Critere
réponse
Réponse - Immunofixation sérique et urinaire négative
compléte - ET disparition des plasmocytomes des tissus mous

- ET plasmocytose médullaire < 5 %

- En cas de maladie uniqguement mesurable par le taux de
sFLC : ratio k/A normal (0,26-1,65) en complément des
autres critéres

Réponse Réponse compléte
compléte ET
stringente

- Ratio k/A normal

- Absence de cellules clonales dans la moelle osseuse en
immunofluorescence (par cytométrie en flux)

Trés bonne - Protéine monoclonale détectable dans le sang et dans les

réponse urines en immunofixation mais pas a I'électrophorése

partielle - OU réduction d’au moins 90 % de la protéine monoclonale
sérique et protéine monoclonale urinaire < 100 mg/24 h

- En cas de maladie uniquement mesurable par le taux
sérigue de sFLC : réduction de plus de 90 % de la
différence entre la chaine Iégeére libre clonale et la chaine
légére libre non clonale (dCLL)

Réponse - Réduction d’au moins 50 % de la protéine monoclonale
partielle sérique et protéine urinaire réduite d’au moins 90 % ou <

200 mg/24 h
- Si la protéine monoclonale n’est pas mesurable dans le
sang ou dans les urines : réduction d’au moins 50 % de la

différence entre le taux de la CLL monoclonale et celui de

22



la CLL non monoclonale (dCLL)

- Si la protéine monoclonale n’est pas mesurable dans le
sang ou dans les urines et si les CLL ne sont pas non plus
mesurables : diminution d'au moins 50 % de la
plasmocytose médullaire (a condition d’'un pourcentage

initial de plasmocytes = 30 %)

Maladie stable

Absence des criteres de réponse partielle et de maladie

progressive

Maladie

progressive

Augmentation de 25 % par rapport a la valeur la plus basse d’'un

ou de plusieurs des marqueurs suivants :

- composant monoclonal sérique (en valeur absolue,
'augmentation doit étre d’au moins 5 g/l) ;

- composant monoclonal urinaire (en valeur absolue,
'augmentation doit étre d’au moins 200 mg par 24 h) ;

- chez les patients dont la protéine monoclonale n’est pas
mesurable dans le sang ou dans les urines (et uniquement
chez ces patients) : différence entre la concentration de la
chaine légére libre sérique monoclonale et de la chaine
légere libre sérique non monoclonale (en valeur absolue,
'augmentation doit étre supérieure a 100 mg/l) ;

- plasmocytose médullaire (en valeur absolue, le

pourcentage doit étre d’au moins 10 %).

Apparition de Iésions osseuses ou de plasmocytomes des tissus
mous ou augmentation de taille des lésions osseuses ou des

plasmocytomes existants.

Apparition d’une hypercalcémie (calcémie sérique corrigée > 115

mg/l) liée au myélome
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Tableau 6. Recommandation de I'IMWG concernant la définition des statuts

cliniques de progression °

Statut de la maladie

Définition

Rechute

Nouvelle progression chez
un patient qui était sans
traitement depuis plus de

60 jours.

Réfractaire

Réfractaire primaire

Patient n’ayant jamais
obtenu de réponse, méme
minime, au cours d’un

traitement.

Rechute réfractaire

Patient ayant obtenu une
réponse au moins minime
et qui présente une
progression secondaire

sous traitement.
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Il. Complexité génomique dans le myélome multiple : hétérogénéité clonale et
évolution clonale

Le myélome multiple est une maladie génétiquement complexe et hétérogéne résultant
d'événements génomiques multiples menant au développement et a la progression de
la tumeur. Une des spécificités du MM réside dans le continuum qui existe entre les
stades précurseurs, MGUS et SMM et le MM symptomatique. Théoriquement, tout MM
est précédé d'une MGUS et dun SMM. Ce modéle clinique de progression de la
maladie entre MGUS, SMM et MM offre un cadre unique pour comprendre la séquence
de survenue des anomalies génomiques et donc I'évolution clonale sous-jacente au

MM.

Schématiquement, on distingue les anomalies génomiques primaires — survenant des le
stade de MGUS et intervenant dans I'oncogenése de la maladie — et les événements
secondaires survenant plus tardivement et responsables de la progression de la
maladie. Les événements primaires sont habituellement divisés en sous-types
hyperdiploides (HRD) et nonhyperdiploides. Les tumeurs HRD sont caractérisées par
une trisomie des chromosomes 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et / ou 21. Les tumeurs non-HRD
comportent des translocations impliquant le locus IGH, principalement t(4; 14), t(6; 14),
t(11; 14), t(14; 16) et t(14; 20). Les événements secondaires correspondent a des
anomalies du nombre de copies (CNA), des translocations de MYC et des mutations

somatiques dans les voies de MAPKinase, NF-kB et de réparation 'ADN.

25



Variants héréditaires

L'information génétique germinale participe a la probabilité de développer un cancer,
avec des degrés divers entre les types de cancer. Dans le cas du MM, les enfants des
individus atteints de MM présentent un risque deux a quatre fois plus élevé de
développer eux-mémes un MM ?°. De récentes études dites genome-wide association
studies (GWAS) portant sur 4 600 individus atteints de MM et 10 990 sujets témoins
2324 ont permis de montrer une corrélation entre certains polymorphismes et le risque
de survenue d’'un MM. En particulier, sept locus représentent environ 13% du risque
familial de développer un MM 3p22.1 (rs1052501, dans ULK4), 7p15.3 (rs4487645,
entouré par ADNH11 et CDCAT7L), 2p23.3 (rs6746082, entouré par DNMT3A et DTNB)
11, 3926.2 (rs10936599, entouré par MYNN et TERC ), 6p21,33 (rs2285803 dans
PSORS1C2), 17p11.2 (rs4273077 dans TNFRSF13B) et 22913.1 (rs877529 dans

CBX7) 12 (Tableau 7). Le réle fonctionnel complet de ces génes candidats reste a

élucider.

Variant and risk Chromosomal Genes involved OR (range) Associated risk

allele involved location

rs4487645C*13 7p15.3 Surrounded by 1.38(95% Cl 1.28-1.50)  Transition from MGUS to MM
DNAH11 and CDCA7L

rs1052501G*-13 3p22.1 ULK4 1.32(95% Cl 1.20-1.45)  Transition from MGUS to MM

rs6746082A113 2p23.3 Surrounded by 1.29(95% Cl 1.17-1.42) Transition from MGUS to MM
DNMT3A and DTNB

rs10936599G""*  3q26.2 Surrounded by MYNN  1.26 (95% C1 1.18-1.33)  Transition from MGUS to MM
and TERC

rs2285803A13 6p21.3 PSORS1C2 1.19(95% Cl 1.13-1.26)  Transition from MGUS to MM

rs4273077G13 17p11.2 TNFRSF13B 1.26 (95% Cl 1.16-1.36)  Transition from MGUS to MM

rs877529A113 22q13.1 CBX7 1.23(95% Cl 1.17-1.29)  Transition from MGUS to MM

rs603965A 11g13.3 CCND1 1.82(95% Cl 1.52-2.19) t(11;14)in MM

rs4407910 8q24.12 OPG 1.38(95% Cl 1.24-1.54) MM bone disease (osteolytic

(REF. 15) lesions)

rs56219066T1° 5g15 ELL2 1.23(95% Cl 1.14-1.33) MM

rs72773978TY 16p13.11 FOPNL 2.65(95% Cl 1.94-3.58) MM prognosis

Tableau 7. Listes des variants alléliques associés a un risque de survenue de MM.
(D’aprés Manier et al., Nat. Rev. Clin. Oncol., 2016)
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Translocations chromosomiques

Les plasmocytes tumoraux partagent une caractéristique commune au développement
des cellules lymphoides B: elles subissent une hypermutation somatique et une
commutation isotypique qui servent de mécanisme physiologique a la maturation de
limmunoglobuline dans le centre germinatif #. Les deux procédés nécessitent
lactivation de désaminases de cytidines (AID), agissant au niveau de motifs
préférentiels — dits WRCY — majoritairement situés dans les locus des
immunoglobulines. Une recombinaison aberrante peut se produire lors de ce

mécanisme, ce qui entraine des translocations chromosomiques qui constituent une

des caractéristiques du MM (Figure 2).

FOXP3 FAMEGL

GL b — :
MAFS = \

MAF

. I \ FGFR3

" MMSE]

COND? \"

Figure 2. Principales translocations chromosomiques impliquées dans
le MM. (D’aprés Manier et al., Nat. Rev. Clin. Oncol., 2016).
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La majorité des translocations chromosomiques implique le chromosome 14, en
particulier le locus IGH en 14q32.33, qui est I'un des génes les plus fortement exprimés
dans les cellules plasmocytaires. Les génes partenaires sont alors sous contréle du
promoteur de I'lGH. Les cing principaux partenaires chromosomiques - t(4; 14), t(6; 14),
t(11; 14), t(14; 16) et t(14; 20) — induisent une surexpression d'oncogénes spécifiques -
MMSET et FGFR3, CCND3, CCND1, MAF et MAFB, respectivement. Toutes ces
translocations ont été rapportées a une dérégulation, in fine, de la cycline D
responsable de la transition G1/S du cycle cellulaire. Cette régulation du cycle cellulaire
est une anomalie centrale dans le MM 2. Il est intéressant de noter que les
translocations d'IGH sont plus fréquentes chez les patients les plus jeunes, alors que
I'hyperdiploidie est plus fréquente chez les patients plus agés ?’. Les translocations
impliquant le locus IGH sont également détectables dans les MGUS, suggérant leur réle

précoce dans les mécanismes d’oncogenése MM 2%,

La translocation (11; 14) est la translocation la plus fréquente dans le MM,
présente dans 15 a 20% des patients *'*2. Elle induit une surexpression de CCND1.
Normalement, les lymphocytes B expriment les cyclines D2 et D3 mais pas D1. Des
données récentes indiquent que la t(11; 14) est associée a une mutation activatrice de
CCND1 dans 10% des cas >'. Bien que I'impact pronostique de cette translocation soit
considéré comme neutre, elle est associée a un mauvais pronostic en cas d’association

a une mutation de CCND1 3",

La translocation (4; 14) est observée dans environ 15% des cas de MM et a été
associée a un pronostic défavorable **. La translocation induit une surexpression de

FGFR3 et MMSET. De plus, FGFR3 est muté dans 17% des t(4; 14).
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La translocation (14; 16) est présente chez environ 5% des patients au
diagnostic et induit une surexpression de 'oncogéne MAF - un facteur de transcription
37,38. La

qui augmente I'expression de CCND2 en se liant directement a son promoteur

valeur pronostique de la t(14; 16) reste controversée selon les séries .

La translocation (6; 14) est présente dans seulement environ 1 a 2% des cas.
Elle conduit a une surexpression de la CCND3. L'impact pronostique de cette

translocation est neutre *°.

La translocation (14; 20) est présente chez environ 1% des patients. Il en résulte
une surexpression du gene MAFB, dont la cible serait aussi le géne CCND2. MAFB est

muté dans 25% de t(14, 20) cas. L'impact pronostique de cette translocation est neutre

40

Les translocations de MYC représentent un événement génomique secondaire
par opposition aux cinq principales translocations d'IGH, qui sont considérées comme
des événements génomiques primaires. Elles ne sont présentes que dans 3 a 4% des
cas aux stades MGUS ou SMM, alors qu'elles représentent 15 a 20% des cas de

nouveau diagnostic *'

. Les locus partenaires de MYC les plus courants sont IGH
(16,5%), IGL (16,5%) et IGK (6%), mais aussi FAM46C (9,5%), FOXO3 (6%) et BMP6

(3,5%). Ces translocations conduisent a une surexpression significative de MYC.
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Anomalies du nombre de copies

Les anomalies du nombre de copies (CNA) dans le MM peuvent étre focales -

intéressant une région génomique étroite ne concernant que quelques génes - ou

larges, concernant des bras chromosomiques entiers. Les CNA sont aussi représentées

dans le MM par les génomes hyperdiploides (Figure 3).
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Figure 3. Principales anomalies chromosomiques focales et de larges régions

génomiques impliquées dans le MM. (D’aprés Manier et al., Nat. Rev. Clin. Oncol.,

2016).

L'hyperdiploidie (HRD) est définie comme un nombre de chromosomes entre 48

et 74 au sein d’une cellule. L'HRD est présente dans environ 50% de MGUS, SMM et

MM au diagnostic et caractérisé par des gains chromosomiques multiples, de
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préférence les trisomies des chromosomes impairs 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21 ***, Le
mécanisme sous-jacent a 'HRD n'est pas bien connu, mais il est suggéré que le gain
de multiples chromosomes se produise au cours d'une seule anomalie mitotique
catastrophique plutdt que par le gain successif de différents chromosomes “°. Dans la
plupart des cas, 'HRD et les translocations impliquant le locus IGH sont mutuellement

4 sauf dans le cas

exclusives. L'HRD a été associée a un pronostic favorable
d’association a des anomalies cytogénétiques de mauvais pronostic tels que del 17p, t

(4; 14) et gain de 19 *'.

Le gain 1q est présent chez 35-40% des patients au diagnostic *® et est associé
a un mauvais pronostic *°. Plusieurs oncogénes candidats présents dans la région
1921 peuvent expliquer le caractére agressif des plasmocytes tumoraux avec gain de
1q, tels que CKS1B, ANP32E, BCL9 et PDZK1. De plus, il est intéressant de noter que
le nombre de copies de 1q semble corréler au pronostic clinique : les patients ayant
quatre copies de 1q ou plus ont un pronostic plus défavorable que les patients ayant

trois copies °.

La délétion 1p est observée chez environ 30% des patients atteints de MM et est
associée a un mauvais pronostic °'%. Deux régions du bras 1p sont concernées : 1p12
et 1p32.3. La région 1p12 contient le géne suppresseur de tumeur FAM46C, par ailleurs
fréquemment muté dans le MM. La région 1p32.3 peut étre délétée de fagcon hémi- et

homozygote et contient le géne cible CDKN2C.

La délétion 13q est présente chez environ 45-50% des patients au diagnostic.
Elle est souvent associée aux tumeurs non hyperdiploides®°. La délétion 13q est

également présente au stade MGUS, suggérant son role précoce dans l'oncogenése de
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la maladie %. La région minimale de délétion est comprise entre 13q14.11-13q14.3 et
contient 68 génes, dont RB7 et les microARN 16-1 et 15a “®. Le pronostic de la délétion
13q est neutre.

La délétion 17p est observée dans environ 10% des cas au diagnostic et de

357 La région minimale délétée

facon croissante avec I'évolution de la maladie
comprend le géne suppresseur de tumeur TP53 et est significativement associée aux

mutations de TP53. Son pronostic est défavorable.

Les CNA focales comprennent par exemple les gains de 8qg24.21 impliquant
MYC, et présents dans 14% des patients. Le gain focal de 11913.2 se retrouve dans
environ 15% des cas et contient le géne. La délétion de 14q32.32 est présente chez

10% des patients et inclut le géne TRAF3, impliqué dans la voie non-canonique NF-kB.

Mutations somatiques nucléotidiques (SNVs)

L’application du séquengage exomique complet a permis d’identifier de fagon
exhaustive les mutations somatiques nucléotidiques impliquées dans la pathogénie du
MM 29860 | & taux moyen de mutations somatiques est de 1,6 mutation par Mb dans le
MM, comparativement a moins de 0,5/Mb pour les cancers pédiatriques et environ
10/Mb dans le cas du mélanome ou des cancers du poumon °"®2 Deux signatures
mutationnelles ont été retrouvées de fagon prédominante dans le MM. L'une, non
spécifique, est caractérisée par des mutations C>T dans un contexte CpG. La seconde
signature est appelée signature APOBEC et se compose de mutations C>T et C>G au
niveau de trinucléotides TpCpN, associées a une suractivité désaminase de cystidines

de la famille APOBEC.
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Plusieurs génes sont mutés de fagon récurrente et sont donc considérés comme

des évenements majeurs de l'oncogenése du MM. Seize de ces génes étaient mutés de

facon significative dans au moins une des trois cohortes étudiées: KRAS, NRAS, TP53,

DIS3, FAM46C, BRAF, TRAF3, PRDM1, CYLD, RB1, ACTG1, LTB, IRF4, MAX,

HISTH1E et SP140 (Figure 4).
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Voies de signalisation impliquées

La voie de MAPK est la voie la plus fréequemment mutée dans le MM (comprenant les

genes KRAS, NRAS et BRAF), représentant environ 40% des cas. Les mutations de la

voie MAPK ont, semble-t-il, un impact neutre sur la survie sans progression et globale

des patients (Figure 5).
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Les génes de la voie NF-kB sont également fréquemment mutés, tels que
TRAF3, CYLD et LTB et représentent environ 20% des cas. Semblable a la voie MAPK,

la voie NF-kB n'a pas d’'impact sur la survie des patients nouvellement diagnostiqués %0

Les génes impliqués dans la réparation de 'ADN (TP53, ATM et ATR) sont mutés dans
environ 15% des cas de MM. Ces mutations sont significativement associées a un

mauvais pronostic dans le MM *°.

DIS3 et FAM46C sont deux génes parmi les plus fréquemment mutés dans le
MM, cependant leur mécanisme d’action n’est pas connu. On pense qu'ils agissent tous

deux comme des genes suppresseurs de tumeurs.

D'autres génes significativement mutés sont impliqués dans la différenciation de
lignées de cellules B, telles que PRDM1 et IRF4. Les mutations du géne IRF4 sont

associées a une survie globale favorable dans le MM *°.

Hétérogénéité clonale et évolution clonale.

La capacité des cellules tumorales a s'adapter aux traitements et a évoluer est
provoquée par la coexistence de sous-clones multiples et génétiquement hétérogenes,

au sein d'une méme tumeur (Figures 6).

Les résultats de séquencage exomique complet ont permis d’estimer qu’en
moyenne, un myélome est composé de 5 sous-clones. Dans une cohorte de 203
patients atteints de MM, les génes de la voie MAPK, a savoir KRAS, NRAS et BRAF,
étaient mutés de facon clonale chez environ 70% des patients et sous-clonale dans les

30% restants. Cependant, cette étude comprenait un mélange de patients au diagnostic
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et a la rechute. Dans cette étude, les génes mutés de fagon récurrente étaient plus
souvent sous-clonaux chez des patients nouvellement diagnostiqués et clonaux chez
des patients précédemment traités, ce qui suggere une sélection clonale liée au

traitement °°.

L'étude de la co-occurrence d'événements génomiques permet de définir des
combinaisons de mutations fréquemment associées et ainsi d’améliorer la
compréhension de la maladie. Par exemple, les translocations impliquant le locus IGH
et I'nyperdiploidie (HRD) sont mutuellement exclusives dans la grande majorité des cas
°0.6368% | 'HRD est fortement corrélée aux mutations de NRAS et aux translocations
impliguant MYC. La t(11; 14) est associée aux mutations des génes KRAS, IRF4 et
CCND1. La t(4; 14) est associée aux mutations des génes FGFR3, DIS3 et PRKD2 et
aux CNA del12p, del13q et gain de 1q. Ces données sont la source de projet d’analyse
fonctionnelle afin de déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans

I'association de ces mutations au cours de la progression tumorale.

L'évolution clonale représente les variations de I'hétérogénéité clonale a travers
le temps. Bien que les MGUS et SMM soient moins complexes génétiquement que le
MM, I'hétérogénéité clonale est déja présente a ces stades. Une étude portant sur le
séquengage séquentiel de 3 cas de SMM ayant progressé en MM a révélé que les
sous-clones prédominants au moment de la progression étaient déja présents au stade

précoce ®° (Figure 6).

L'évolution clonale en MM avant et aprés traitement peut suivre plusieurs
schémas: une évolution clonale linéaire, une évolution en ramification ou une absence

d’évolution clonale. Dans ce dernier cas (se produisant dans 35% des MM), on retrouve
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Figure 6. Proposition de schéma caractérisant I'évolution clonale dans le MM. (D’aprés
Manier et al., Nat. Rev. Clin. Oncol., 2016).

la méme composition d'hétérogénéité clonale avant et aprés traitement ; ce qui suggere
gue tous les sous-clones sont affectés par le traitement de fagon similaire et repeuplent
la tumeur de maniére équivalente. Dans le cas de I'évolution clonale linéaire (40% des
cas), il 'y a pas de modification de répartition des sous-clones mais de nouvelles
mutations sont acquises en leur sein. L'évolution clonale par ramification (25% des cas)
signifie qu'un ou plusieurs sous-clones émergent alors que d’autres diminuent en

proportion au moment de la rechute. La compréhension de I'évolution clonale permet



d’identifier les mécanismes de progression des stades précurseurs et de résistance au

traitement dans le cas du MM.

Application clinique de la génomique

Certaines anomalies génomiques ont un rble pronostique permettant de définir de

nouveaux marqueurs de progression. C’est le cas des anomalies de TP53, de la t(4; 14)

et de 'amplification 1q, mais aussi des mutations des génes ATM, ATR, ZFH4 et des

translocations de MYC.

Une autre application concerne la découverte de mutations de résistance et de

mutations pour lesquelles une thérapie ciblée existe. Dans le MM, plusieurs de ces

mutations sont présentes de fagon récurrente, comme indiqué dans le Tableau 8.

Alteration Frequency
Mutations in KRAS 21%°
Mutations in NRAS 20%°
Translocations involving MYC 18%°
Mutations in FGFR3, t(4;14) 13%®
Mutations in BRAF 8%°

del(1p) resulting in loss of CDKN2C 30%°

t(11;14) resulting in CCND1 19%®
overexpression and mutations
t(6;14) resultingin CCND3 1%®

overexpression

Targeted therapy
Selumetinib!?!#

Cobimetinib'?
BET inhibitors'?®
* BGJ398 (REF 127)

* AZD4547 (REF 128)
Vemurafenib®®
Palbociclib®?
Palbociclib™?

Palbociclib™?

Drug development in oncology
(clinical trial ref. number)

¢ Phase llin MM (NCT01085214)
* Phase Il (NCT01933932)

* Phase [l (NCT01689519)
¢ Phase lin MM (NCT02157636)

® Phase I (NCT02160041)
* Phase [l (NCT02154490)

¢ Phase Il in MM (NCT01524978)
* Phase [l (NCT01689519)

¢ Phase Il in MM (NCT00555906
* Phase Il (NCT01942135)

¢ Phase Il in MM (NCT00555906)
* Phase [l (NCT01942135)

¢ Phase Il in MM (NCT00555906)
* Phase [l (NCT01942135)

Tableau 8. Mutations récurrentes dans le MM faisant 'objet d’'une thérapie ciblée a I'étude.
(D’apres Manier et al., Nat. Rev. Clin. Oncol., 2016).
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Ill. L’ADN circulant

Il est donc nécessaire de développer des outils permettant I'évaluation de I'évolution
clonale dans le MM de facon longitudinale au cours de la maladie. L'ADN circulant libre
représente une approche intéressante, car son séquengage ne nécessite qu’une simple
prise de sang, permettant des prélevements séquentiels au cours des périodes de
traitements ou de rémission et de surveillance. L’ADN circulant tumoral est dérivé de
cellules tumorales apoptotiques et nécrotiques qui libérent leur ADN fragmenté dans la
circulation sanguine (Figure 7). La taille des fragments d’ADN circulant est d'environ
140 a 170 paires de bases, correspondant a la taille du chromatosome (nucléosome
plus histone de liaison). La taille courte des fragments d’ADN circulant représente une
difficulté technique pour son séquengage et impose l'utilisation de technologies

spécifiques.

Les premiéres descriptions de '’ADN circulant tumoral datent des années 1990,
alors que deux groupes rapportent la présence de mutations tumorales de NRAS dans
'ADN circulant de patients atteints d'un adénocarcinome pancréatique et d'une
leucémie myéloide aigué, respectivement °®’. La premiére analyse prospective de
I’ADN circulant a été réalisée en 2013 avec pour objectif de détecter des mutations liées
a des métastases chez 30 patientes atteintes de cancer du sein. Une technique de
séquengage ciblé alléle-spécifique permettait la détection de mutations des génes
PIK3CA et de TP53. Les auteurs mettaient en évidence une corrélation entre la réponse

et les variations de fraction allélique des mutations de ces deux génes °2.
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Figure 7. Mécanisme de génération de 'ADN circulant par apoptose et nécrose des

cellules tumorales et inflammatoires. D’aprés Crowley et al. Nat. Rev. Clin. Oncol. 2013

Le séquencage de I'ADN circulant représente un outil déterminant pour I'étude
de [I'évolution clonale. Plusieurs applications cliniques potentielles pourraient en
découler concernant le MM, telles que la détection précoce de patients atteints de
MGUS ou SMM et a risque de progression, I'évaluation pronostique au moment du
diagnostic, I'évaluation de la réponse au cours des traitements, la recherche de

mutations de résistance et la surveillance de patients en rémission afin de surveiller le
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risque de rechute. Cependant, I'application de I'ADN circulant dans la pratique clinique
dépend de son évaluation compléte en comparaison de I'ADN des plasmocytes
tumoraux, afin de déterminer si les anomalies génomiques détectées dans 'ADN des

cellules tumorales sont présentes au niveau de '’ADN circulant.

Dans cette étude, nous avons effectué un séquengcage du génome complet a
faible profondeur de ’ADN circulant de 88 patients atteints de MM afin de déterminer la
proportion de patients chez lesquels 'ADN circulant peut étre détecté. Nous avons
ensuite comparé les anomalies génomiques de I'ADN circulant et de 'ADN des
plasmocytes tumoraux de fagon systématique par séquengage exomique complet chez
10 patients atteints de MM, afin de déterminer la représentativité de 'ADN circulant
dans le MM. Enfin, nous avons utilisé une technique de séquencgage ciblé de 'ADN

circulant pour déterminer I’évolution clonale a partir d’échantillons séquentiels de MM.
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METHODES

Cohorte de patients : au total, 88 échantillons de patients ont été utilisés pour le
séquengage génomique complet de ’ADN circulant. Tous les patients présentaient un
MM actif selon les criteres IMWG, a I'exception de 5 patients atteints de gammapathies
monoclonales de signification indéterminée et de 10 patients atteints de myélome
multiple asymptomatique. Dix de ces échantillons ont été selectionnés pour réaliser un
séquengage exomique complet en paralléle de 'ADN des plasmocytes tumoraux. Tous
les patients ont donné leur consentement éclairé écrit permettant la collection et

I'analyse de leurs échantillons et de leurs données cliniques a des fins de recherche.

Extraction de 'ADN : des échantillons de plasma ont été isolés a partir de tubes
EDTA de sang total par réalisation de deux étapes de centrifugation: 300 g pendant 10
min et 3000 g pendant 10 min. L'ADN a été extrait en utilisant des kits Qiagen
d’extraction des acides nucléiques circulants a partir de 2 a 6 ml de plasma. Les
plasmocytes tumoraux ont été isolés a partir de prélévement de moelle osseuse par
Ficoll et sélection des cellules CD138+ par billes magnétiques. Les cellules
mononuclées circulantes ont été utilisées pour I'ADN constitutionnel. L'ADN génomique

a été extrait en utilisant un kit d'extraction d'’ADN Qiagen.

Séquengage de I'ADN circulant : Trois techniques de séquencage ont été
appliquées aux échantillons d’ADN circulant. Pour le séquencage génomique complet,

les librairies d’ADN ont été préparées a l'aide de kits Kapa Hyper Prep avec des
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adaptateurs customisés (IDT et Broad Institute) a partir de 5 ng d'ADN. Jusqu'a 48
librairies ont été combinées et séquencées en utilisant sur un séquenceur HiSeq2500
(Illumina), avec un objectif de profondeur de séquengage de 0,1x. Pour le séquencgage
exomique complet, les librairies ont été préparées en utilisant le kit Kapa Hyper Prep
avec des adaptateurs personnalisés (IDT et Broad Institute) a partir de 20ng d'ADN. Les
librairies ont été quantifiées par PicoGreen (Life Technologies) et combinées par 3
échantillons. La capture hybride des librairies d’ADN circulant a été réalisée en utilisant
le kit Nextera Rapid Capture Exome (lllumina) avec des oligos de blocage
personnalisés (IDT et Broad Institute). Le séquengage a été effectué sur un séquenceur

lllumina HiSeq2500 pour un objectif de profondeur de séquengage de 200x.

Séquengage d'ADN génomique : les librairies ont été préparées et soumises a
une capture hybride en utilisant le kit Nextera Rapid Capture Exome (lllumina) a partir
de 25 ng d'ADN. Le séquengage a été effectué sur un séquenceur lllumina HiSeq2500
avec une profondeur de séquengage de 200x pour les tumeurs et 50x pour 'ADN

constitutionnel.

Séquencgage ciblé : le séquengage ciblé s’est fait par utilisation de kit HaloPlex
HS. La procédure comprend une digestion enzymatique de ’ADN puis la confection de
librairies incluant un code bar moléculaire unique pour chaque fragment d’ADN. Un
panel de 109 génes mutés de fagon récurrente était étudié. Aprés hybridation et
enrichissement, les librairies étaient séquencées sur un HiSeq2500 pour une

profondeur de séquencgage de 500x. L’analyse des données de séquencage s’est fait a
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partir du logiciel Agilent SureCall®. Des filtres étaient appliqués selon le processus
suivant : les mutations étaient exclues si elles correspondaient a un variant allélique

connu dans la population et sélectionnées si elles étaient référencées dans COSMIC.

Analyses informatiques des séquencages complets : les données de
séquencgage ont été analysées a l'aide des pipelines du Broad Institute de Harvard et du
MIT (Firehose, www.broadinstitute.org/cancer/cga). Pour le séquengage du génome
complet, nous avons déterminé la profondeur de séquengage afin d’évaluer les
altérations du nombre de copies (> 1Mb). Nous avons par la suite implémenté un
algorithme pour en déduire la fraction tumorale. Pour le séquengage exomique complet,
les analyses incluent les logiciels MuTect (permettant I'étude des mutations
nucléotidiques), GISTIC (pour les CNAs focales), ReCapSeg (pour les CNAs larges),

ABSOLUTE (pour déterminer les fractions alléliques).
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RESULTATS

Séquencgage de I’ADN circulant par Ultra Low Pass — Whole Genome Sequencing

(ULP-WGS)

Pour évaluer la proportion d’échantillons d’ADN circulant pour lesquels 'ADN
tumoral pouvait étre détecté, nous avons réalisé un séquengage génomique complet de
faible profondeur (ULP-WGS) de I’ADN circulant provenant de 88 patients, dont 73

avaient un MM, 10 un SMM et 5 une MGUS.
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Figure 8. Ultra low pass- Whole genome sequencing pour 3 échantillons d’ADN circulant
dans le MM.
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La technique de ULP-WGS permet d’analyser la profondeur de séquengage pour
chaque fragment d’ADN a I'échelle du génome et ainsi de déterminer les anomalies du
nombre de copies. Assumant que les anomalies du nombre de copies sont
exclusivement présentes au niveau de 'ADN tumoral et que les cellules sont, par
définition, diploides, il est possible de déduire la fraction tumorale au sein de 'ADN
circulant. Cette technique rend possible la détection d’ADN tumoral au sein de 'ADN
circulant lorsque la fraction tumorale est supérieure a 3%. En deca de 3%, le bruit de
fond ne permet pas de détecter les anomalies du nombre de copie et donc la fraction

tumorale au sein de ’ADN circulant (Figure 8).

La fraction tumorale des échantillons étudiés allait de 0 a 91% avec une
moyenne de 12,4%. Plus de 75% des échantillons présentaient une fraction tumorale

supérieure a 3%. Il est intéressant de noter que la fraction tumorale dans I'ADN

Tumor fraction in cfDNA p<0.05

1
0.8+
0.6+
0.8 75 % > 3% of 0.4 Je

tumor DNA

0.3
0.2 ‘

2B

0.0 T -

Tumor fraction

Tumor fraction

cfDNA samples
Figure 9. Corrélation entre le stade clinique et la fraction tumorale au sein de 'ADN

circulant chez 88 patients atteints de MM. Corrélation entre la fraction tumorale et le

stade clinique.
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circulant était significativement associée au stade clinique de la maladie (Figure 9).

Nous avons ensuite évalué les

cfDNA

anomalies du nombre de copies au sein

dellp

des 88 échantillons a partir des données gainlq
de séquencage génomique complet. del12p
dell3q

Parmi les 88 échantillons de patients
dell7p

atteints de MM, 10% une délétion 1p,  Hyperdiploiy

T T T 1

57% un gain de 1q, 25% une délétion 0 20 40 60 80
Frequency (percentage)

o " o
de 12p, 68% une delétion de 13q, 1% Figure 10. Evaluations des anomalies du nombre
une délétion 17p et 42% avaient une de copies par ULP-WGS de I'ADN circulant.

hyperdiploidie, (Figure 10).

Au total, les données du séquengage génomique complet de faible profondeur
de 'ADN circulant fournissent des informations sur la fraction tumorale (potentiellement

pronostique) et sur les anomalies du nombre de copies.

Comparaison de I’ADN circulant avec I’ADN plasmocytaire par Whole Exome

Sequencing (WES)

Pour évaluer si les anomalies génomiques détectées dans les plasmocytes tumoraux
peuvent I'étre aussi dans ’ADN circulant, nous avons réalisé un séquengage exomique

complet de paires d’échantillons comportant ADN circulant et ADN des plasmocytes
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tumor DNA
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des
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tumoraux avec 'ADN constitutionnel pour contrdle, prélevés au méme moment, pour 10
patients. La profondeur de séquengage était similaire pour les échantillons d’ADN
circulant et d’ADN tumoral, avec une couverture moyenne de 213x et 194x,

respectivement (Figure 11).
cfDNA MM_1005

Conformément aux PRI
20
précédentes études de MM 40| 7 [
WES, nous avons détecté 0
une moyenne de 112 et 94
mutations nucléotidiques Bl ~>c
par exome, dans [|'ADN I~
circulant et I'ADN tumoral,

respectivement (p > 0.05).

Les signatures

mutationnelles etaient Figure 12. Comparaison des signatures mutationnelles dans

similaires dans les 2 I'ADN circulant et dans ’ADN des cellules tumorales.
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compartiments avec prédominance des deux signatures mutationnelles caractéristiques

69

du myélome multiple °° : I'une principalement constituée de transition C>T dans les

régions riches en CpG méthylés et l'autre, appelée APOBEC, consistant en des
transitions C>T et C>G au niveau de répétitions de trinucléotides TCN (Figure 12). Ces
résultats indiquent que I'ADN circulant permet de définir la signature mutationnelle du
MM de fagon consistante, permettant d’apporter des informations sur les mécanismes

mutationnels sous-jacents a 'oncogénése du MM.

Nous avons ensuite caractérisé les anomalies du nombre de copies a partir des
données de séquengage exomique. Les principales anomalies du nombre de copies

retrouvées de fagon récurrente dans le MM telles que délétion 1p, gain de 1q, gain de
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Figure 13. Anomalies du nombre de copies évaluées par WES au sein de paires
d’échantillons comportant '’ADN circulant et ’ADN des cellules tumorales.
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8p, gain de 11q, délétion 13q et délétion 17p étaient identifiées similairement dans les

deux compartiments (Figure 13).

Nous avons ensuite comparé les mutations nucléotidiques retrouvées dans
'ADN circulant et 'ADN tumoral. En moyenne, 86 % des mutations non-
silencieuses identifiées dans I'ADN tumoral étaient retrouvées dans I'ADN
circulant. Réciproquement, 84% des mutations non-silencieuses identifiées dans
'’ADN circulant étaient retrouvées dans 'ADN tumorale. Parmi les génes mutés
de facon récurrente dans le MM, tels que KRAS, NRAS, BRAF et TP53, 92%

étaient retrouvés similairement dans les 2 compartiments (Figure 14).
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Figure 14. Mutations nucléotidiques somatiques évaluées par WES au sein de

paires d’échantillons comportant '’ADN circulant et ’ADN des cellules tumorales.
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Ces résultats indiquent qu’a la fois, 'ADN circulant est représentatif de 'ADN
tumoral mais peut aussi potentiellement améliorer la définition de I'hétérogénéité
clonale, permettant d’identifier des mutations non présentes au site de ponction

meédullaire.

Evaluation de I’hétérogénéité clonale par WES

Nous avons ensuite étudié I'hétérogénéité clonale par détermination des
mutations clonales et sous-clonales. Comme décrit précédemment les tumeurs de MM
sont composées de plusieurs clones. Les mutations présentes dans théoriquement
'ensemble des clones sont dites clonales et les mutations présentes dans seulement
une partie des clones sont dites sous-clonales. L’application d’'un logiciel hommé
ABSOLUTE permet de déterminer la fraction des cellules tumorales concernées par
une mutation donnée "°. Ceci est déterminé en tenant compte de la fraction allélique, de
la pureté de I'échantillon et d’éventuelles anomalies du nombre de copies au niveau du
site de la mutation. Par définition, une mutation intéressant une fraction de cellules
cancéreuses (CCF) supérieure a 90% est considérée comme clonale. Dans le cas
contraire, la mutation est sous-clonale. Parmi les 10 patients pour lesquels nous avions
des échantillons appareillés d’ADN circulant et d’ADN tumoral, 98% des mutations
clonales présentes dans I'ADN tumoral étaient détectées dans I'ADN circulant et 64%
des mutations sous-clonales détectées dans I'ADN tumoral étaient retrouvées dans

I'ADN circulant (Figure 14). Réciproquement, 97% des mutations présentes dans I'ADN
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circulant ont été détectées dans I'ADN tumoral; et 63% des mutations sous-clonales

détectées dans I'ADN circulant étaient retrouvées dans I'ADN tumoral (Figure 15).
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Figure 15. Proportion de mutations clonales et sous-clonales partagées par 'ADN
circulant et ’ADN des cellules tumorales.

Afin de déterminer la distribution des sous-clones comparativement entre 'ADN
circulant et ’ADN tumoral, nous avons réalisé des analyses de clusters des CCF dans
les 2 compartiments. Cette technique permet de comparer les fractions de cellules
cancéreuses concernées par chaque mutation dans 'ADN circulant et dans I'ADN
tumoral et de les regrouper par cluster afin de déduire la composition des différents
clones présents au sein de la tumeur. Dans l'intégralité des cas, un cluster de mutations
était présent a I'état clonal a la fois dans 'ADN des cellules tumorales et dans 'ADN

circulant. De plus, la majorité des sous-clones était détectable dans les 2
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compartiments, cependant avec des fractions tumorales variables (Figure 16). Dans
certains cas, un sous-clone était retrouvé dans un seul des compartiments et
notamment, un clone arborant une mutation TP53 n’était détectable que dans 'ADN
circulant. Cela suggéere que ces mutations sous-clonales étaient soit trop faiblement
représentées pour étre détectées soit absentes du site de biopsie médullaire et
potentiellement présentent dans un autre site de la moelle osseuse ou site extra-
meédullaire et ainsi détectées au niveau de 'ADN circulant. Ces données indiquent que
le séquengage de I'ADN circulant pourrait améliorer la résolution de I'hnétérogénéité

clonale dans MM.

MM_1005 MM_2201 MM_552 MM_2213
A ZTSE;MI - 1.00- NRAS . 1.0 2FHX4 . 1.00 < '
Tpo3 HISTH1E KrAs HISTH1E
0.75- 0.75- A CTGI 0.75 0.75. ZFHX4
0.50- 0.50- 0.50 0.50
0.25 0.25- KRAS os| St 025
0.00 0.00- 0.00 0.00
0.00 0.25 0.50 075 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 ObU 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
MM_129 MM_BM MM_1017
100 @ 1.00
W Q - NRAS EGRI.
8 0.75 0.75 0.75-
<
=2 050 KRAS 050 0.50
&)
[rem
o 025 025 - 025 freq 0.05 0.10 0.25 0.50
NRAS ‘
000 0.00 000
0.00 0.25 0.50 075 1.00 000 05 050, obs 100 0.00 025 050 075 1.00 . Shared ClOnal
MM_2205 MM_2017 MM_2124 Subclonal
Low Clonal
e KRAS ' "I kRas srar @ xkras @
ACTG1 DIs3
0.75- 0.75- 0.75
0.50- 0.50- 0.50
025 02s{ TP53 025
0.00- 0.00 0.00
0.00 025 050 075 1.00 0.00 025 050 075 1.00 0.00 025 050 075 1.00
>
>
tDNA CCF

Figure 16. Répartition des clones comparativement entre 'ADN circulant et ’TADN des cellules

tumorales par analyse de cluster de fraction tumorale des mutations nucléotidiques identifiées.
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Evaluation de I’évolution clonale par séquencgage ciblé

Nous avons ensuite réalisé un séquencage ciblé avec une profondeur de lecture
d’environ 500x pour 10 paires d’échantillons séquentiels comportant un préléevement
d’ADN circulant au diagnostic et un a la rechute. Pour ce faire, nous avons généré et
utilisé un panel de 109 genes présentant des mutations récurrentes dans le MM selon
les trois séries de WES publiées °*°°®° Dans 4 cas nous retrouvions une évolution
clonale franche avec une modification des fractions tumorales de certaines mutations
correspondant a une sélection clonale au moment de la rechute (Figure 17). Cela
indique qu’un séquengage profond ciblé de '’ADN circulant peut permettre d’étudier

I'évolution clonale de fagon longitudinale dans le MM.
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Figure 17. Evaluation d’échantillons séquentiels d’ADN circulant par séquengage

ciblé chez 4 patients atteints de MM.
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DISCUSSION

Le MM est une maladie génétiquement complexe et hétérogéne associant des
événements primaires et des événements secondaires conduisant au développement et
a la progression de la maladie du stade de MGUS aux stades réfractaires de MM. Les
événements primaires sont divisés en 2 sous-types: hyperdiploides et
nonhyperdiploides. Les tumeurs hyperdiploides sont caractérisées par une trisomie des
chromosomes 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et / ou 21. Les tumeurs nonhyperdiploides
comportent des translocations impliquant le locus IGH, principalement t(4; 14), t(6; 14),
t(11; 14), t(14; 16) et t(14; 20). Les événements secondaires correspondent a des
anomalies du nombre de copies, des translocations de MYC et des mutations
nucléotidiques somatiques dans les voies de MAPKinase, NF-kB et de la réparation
'ADN. Malgré des avancées thérapeutiques significatives, le MM reste une maladie
quasi-constamment incurable. Cela est en grande partie d0 a I'hétérogénéité clonale et
a la possibilité d’évolution clonale des tumeurs, par sélection de clones résistants aux

traitements, au cours de la maladie.

Ainsi, une 'évaluation longitudinale de I'hétérogénéité et de I'évolution clonales
permettrait d’établir dans la pratique clinique le risque de progression, I'apparition de
clones de résistance et donc la réponse aux traitements. Pour ce faire, 'emploi de
biopsies liquides représente une approche intéressante puisqu’elle ne nécessite qu’'une
simple prise de sang afin de déterminer les anomalies génomiques présentes dans le

MM de fagon séquentielle au cours de la maladie.
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Dans notre travail, nous rapportons la faisabilit¢ et la représentativité du
séquengage de ’ADN circulant comparativement au séquengage de 'ADN des cellules
tumorales. Nous montrons que plus de 75% des patients atteints de MM ont plus de 3%
d’ADN tumoral au sein de I'ADN circulant. De plus, par séquengage exomique complet
de paires d’échantillons, nous montrons que I'ADN circulant est trés représentatif des
anomalies génomiques des cellules tumorales et peut méme améliorer la définition de
I'hétérogénéité clonale dans le MM. Enfin, un séquengage ciblé profond, nous a permis

d’établir la faisabilité de suivre I'évolution clonale par 'ADN circulant.

De nombreuses applications cliniques peuvent découler du séquencage
longitudinal de I'ADN circulant. Tout d’abord cette approche pourrait permettre la
détection précoce de la progression de la maladie aux stades précurseurs (MGUS et le
SMM). Une surveillance continue de I'évolution des anomalies génomiques pourrait
permettre d’identifier les patients a risque de progression ou en cours de progression,

avant I'apparition des premiers symptémes.

Au stade de MM symptomatique, le séquencage de I'ADN circulant pourrait
notamment permettre d’évaluer la réponse au traitement (évolution des fractions
alléligues de mutations présentes a linitiation du traitement) et l'identification de

mutations de résistance aux traitements.

Cette technique devra aussi étre étudiée dans le cadre de la maladie résiduelle
(MRD) afin d’évaluer sa sensibilité de détection de faibles clones persistants apres
réponse au traitement. Plusieurs études ont montré I'existence d’'une forte association
entre le statut de la MRD et le pronostic des patients. Les techniques actuelles

d’analyse de la MRD comportent la réalisation de cytométrie en flux et de séquengage
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du réarrangement de I'lg monoclonale sur échantillons de moelle osseuse. L’analyse de
la MRD par séquencage ciblé profond de I'ADN circulant permettrait ainsi son
évaluation au cours du temps, sans que des aspirations de moelle osseuse répétitives

soient nécessaires.

L’'implémentation du séquencage de I'ADN circulant dans la pratique clinique
pourrait ainsi permettre un suivi dynamique des patients, au cours de I'histoire naturelle
de la maladie, tout en ne nécessitant qu’une simple prise de sang. Par ailleurs, le colt
des séquengages ULP-WGS et ciblé est raisonnable et compatible avec leur application
en pratique clinique. Il y a donc un réel intérét a développer cette approche
prospectivement, dans le cadre d’essais thérapeutiques, afin den évaluer

méthodiquement les applications.
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