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Abréviations

aFP: alpha foetoprotéine

ARNM: acide ribonucléique messager

ATF: activating transcription factor

Bak: Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bax: Bcl-2-associated X protein

BIP: binding immunoglobulin protein

BZB: bortézomib

CHC: carcinome hépato-cellulaire

CHOP : C/EBP homologous protein

CHU: centre hospitalo-universitaire

CLL: chaine légere libre

CNIL: commission nationale de lI'informatique et des libertés
CRAB : criteres CRAB (hypercalcémie, insuffisance rénale, anémie, atteinte osseuse)
CRP: C-réactive protéine

elF2: eukaryotic initiation factor 2

ERAD: ER-associated degradation

ERSE: ER stress response element

FA: fibrillation auriculaire

GRP78: glucose regulated protein 78

Hb: hémoglobine

Ig: immunoglobuline

IkB : inhibitor of NF-kB

IMC : indice de masse corporelle

IMWG: International Myeloma Working Group
IP: inhibiteur du protéasome

IREL: inositol-requiring enzyme-1

ISS: international staging system

JNK: c-Jun kinase

LDH: lactate déshydrogénase




MANF: mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor
MGUS: monoclonal gammopathy of undetermined significance
MM: myélome multiple

NF-kB: nuclear factor-kappa B

PERK: PKR-like ER associated protein kinase

RIDD: regulated IRE1a-dependent decay of mMRNA

R-ISS: revised international staging system

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction

S1P: site-1 protease

sXBP1: spliced X-box-binding protein-1

TUNEL : terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
UPR: unfolded protein response

XBP1: X-box binding protein 1

B2m: béta2microglobuline



I) INTRODUCTION

A. Généralités sur le Myélome Multiple (MM)

1. Définition

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne typiquement caractérisée par
la prolifération clonale de plasmocytes malins dans la moelle osseuse pouvant altérer le
fonctionnement de nombreux organes (1,2). Ces plasmocytes tumoraux sécrétent pour la
plupart une immunoglobuline (Ig) monoclonale ou un fragment d’Ig (chaine légere libre CLL)
pouvant étre décelés dans le sang et/ou les urines (1,2). Le MM est presque toujours précédé
par un stade pré-myelomateux asymptomatique appelé « gammapathie monoclonale de
signification indéterminée » (en anglais, Monoclonal Gammopathy of Undetermined
Significance ou MGUS). La MGUS est caractérisée par la détection d’une Ig monoclonale a un

taux modéré et par une plasmocytose médullaire clonale n’excédant pas le seuil de 10% (1,3).

2. Epidémiologie

Le MM est la deuxiéme hémopathie maligne la plus frequente, apres le lymphome malin
non hodgkinien, dans les pays dits développés. Son incidence varie globalement de 0,4 (Asie) a
6,7 pour 100 000 habitants (Amérique du Nord, Australie/Nouvelle Zélande et Europe) (4,5).
Il représente ainsi 0,8% de ’ensemble des cancers tous sexes confondus dans le Monde (62 000
nouveaux cas chez I’homme et 52 000 chez la femme en 2012) soit 13% des hémopathies
malignes (1,2,4,5). L’age median au diagnostic est de 69 ans (seulement 37% des patients ont
moins de 65 ans et 2% moins de 40 ans) (2,5). En 2012, le MM était responsable de 80 000

déces, soit 1% des déces par cancer dans le Monde (4).

La MGUS est présente dans 3 a 4% de la population agée de plus de 50 ans (1,3). Le
risque de progression vers un MM est homogene et estimé a 1% par an (3). Cependant, ce risque
varie en fonction du type et du taux d’Ig monoclonale, du ratio CLL kappa/lambda, de
I’importance de I'infiltration plasmocytaire et de la proportion d’anomalies génotypiques. De

plus, I’évolution vers un MM persiste méme aprés 25 ans de suivi (3).



3. Critéres diagnostiques

Les définitions du MM (indolent et symptomatique) et de la MGUS ont été mises a jour en
2014 par I’International Myeloma Working Group (IMWG) et sont résumées en Annexe A (6).
La présence d’un pic monoclonal n’est pas nécessaire pour le diagnostic de MM mais est
utilisée pour classer le myélome en type secrétant ou non sécrétant. L’instauration immédiate
d’un traitement n’est pas recommandée pour les patients présentant un MM indolent. Ces
patients doivent cependant bénéficier d’une surveillance régulieére. En effet, le risque de
progression vers un MM symptomatique est de 10% par an dans les cing premiéres années de

suivi, puis de 3% par an les cing années suivantes, puis de 1% par an les dix années suivantes.

Parallelement aux entités décrites ci-dessus, il existe d’autres dyscrasies plasmocytaires que
nous ne développerons pas ici (6): MGUS a IgM, MGUS a chaines légéres, POEMS syndrome,
plasmocytome solitaire et amylose systémique AL.

4. Facteurs pronostiques

Le score ISS (International Staging System), proposé en 2005 (8) et détaillé dans
I’Annexe B, permet de stratifier les patients selon deux paramétres : les dosages seriques de la
béta-2microglobuline (B2m) et de I’albumine. Certaines anomalies chromosomiques du
génome plasmocytaire, détectées par hybridation in situ en fluorescence (ou FISH) sont
également associées a un mauvais pronostic, a savoir une délétion del(17p), une translocation
t(4 ;14)(p16;932) et une translocation t(14;16)(g32;923). Ainsi, la maladie dite a « haut risque »
est caractérisée par la présence d’au moins une de ces anomalies et est associée a une médiane
de survie de 24,5 mois (contre 50,5 mois en cas de maladie dite a « risque standard ») (8).
L'IMWG a récemment proposé un nouvel algorithme pour évaluer le pronostic des patients
nouvellement diagnostiqués MM (8), appelé R-ISS (Revised International Staging System),
combinant le score ISS, les anomalies cytogénétiques de mauvais pronostic et le taux de lactate

déshydrogénase (LDH) considéré comme le reflet de la masse tumorale (Annexe B).

5. Progrés et limites thérapeutigues

Le premier traitement efficace du MM a été introduit a la fin des années 60 et consistait en

une association de melphalan, un agent akylant, et de prednisone (1,2). A partir des années 80, les



stratégies thérapeutiques ont reposé sur différentes chimiothérapies a hautes doses (ex: vincristine,
cyclophosphamide, dexaméthasone). Puis le développement de 1’injection autologue de cellules
souches hématopoiétiques (ou autogreffe) a permis d’améliorer la survie mais reste encore a ce jour
réservé aux patients jeunes et peu comorbides (1,2,9). Le pronostic des patients a été aussi nettement
amélioré a la fin des années 90 par le développement des immunomodulateurs ou Imids (& savoir le
thalidomide et son homologue lenalidomide, puis plus tard le pomalidomide) puis par I’émergence
en 2003 du bortézomib (BZB), un inhibiteur du protéasome (IP) de premiére génération (10,11).
Depuis quelques années, d’autres agents sont disponibles pour la prise en charge du MM
réfractaire ou en rechute (2,12) tels que les IPs de 2° génération ou les anticorps monoclonaux
anti-CD38, tel que le daratumumab. Enfin, de nombreuses thérapies innovantes sont
actuellement en cours d’évaluation préclinique voire clinique (e.g. inhibiteurs des histones
désacétylases, CAR-T cells) (12).

Le MM est une maladie complexe associée a de nombreuses altérations chromosomiques,
génétiques et épigénétiques contribuant au phénotype de la maladie. Grace aux progres
thérapeutiques, la médiane de survie a augmenté de 3 a 6 ans ces vingt derniéres années (1,2,13).
La survie globale a 5 ans dans les pays développés est ainsi estimée a 50,7% (5). Cependant, le
MM est toujours considéré comme une maladie non curable. L apparition de résistance au début ou
au cours du traitement est fréquente et presque tous les patients rechutent a plus ou moins long
terme. (1,9,14). Les mécanismes exacts a I’origine de ces résistances sont multiples et ne sont pas
encore parfaitement compris. Des travaux récents ont mis en lumicre le réle de I’unfolded protein

response (UPR) dans la biologie du MM et I’échappement aux chimiothérapies antimyélomateuses.

B. L’Unfolded Protein Response (UPR) dans le contexte du MM

1. La protéostase cellulaire

L’homéostasie des protéines, appelée aussi protéostase cellulaire, est assurée par un
ensemble de mécanismes régulés de maniere complexe (15,16). Ces mecanismes comprennent
la biogénése, le repliement, le contréle qualité, le transport et la dégradation des protéines au
sein de la cellule (15,16). Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite ayant un réle majeur
dans le maintien de la protéostase en orchestrant notamment la traduction de I’ARNm en
protéine et la maturation conformationnelle des protéines sécrétées et membranaires (17-20).

Un tiers des polypeptides naissant transitent par le RE. Ils vont y subir un ensemble de



modifications post-traductionnelles par I’intervention d’enzymes et de protéines chaperonnes
du RE. lls pourront ainsi acquérir leur conformation mature avant d’étre conduits vers I’appareil
de Golgi pour étre ensuite sécrétés (17-20). Par exemple, durant leur transit a travers le RE, les
chaines lourdes et légéres des immunoglobulines néosynthétisées s’associent avec deux
protéines chaperonnes du RE : BiP (binding immunoglobulin protein, aussi appelée glucose
regulated protein 78 ou GRP78) et Grp94 (21). Certaines protéines chaperonnes sont
impliquées dans le systéeme de contr6le qualité permettant de détecter les protéines mal repliées.
Celles-ci sont alors rétro-transloquées vers le cytosol et sont dégradées via I’ER-associated
degradation (ERAD) par le protéasome 26S (17-19). Dans divers contextes physiologiques ou
pathologiques (détaillés plus bas), des protéines mal repliées peuvent s’accumuler dans la
lumiére du RE, dépassant le seuil critique de la cellule, ce qui engendre un « stress du RE »
(ou ER-stress en anglais). Les cellules possedent un systéme de surveillance complexe pour
détecter le stress du RE avant qu’il ne mette en danger la survie cellulaire. La restauration de
I’homéostasie du RE repose alors sur I’activation d’une réponse physiologique adaptative

appelée /’unfolded protein response ou UPR (17-19).

2. L’Unfolded Protein Response

L’UPR est un ensemble de trois voies de transduction qui rétablissent la protéostase
cellulaire en ralentissant la synthese protéique globale, en favorisant la synthése de nouvelles
proteines chaperonnes et en entrainant les protéines anormales vers la dégradation via ’ERAD
(17-19). L’existence d’une réponse adaptative induite par le stress du RE a été découverte dans
les années 80 (22). Chez les mammiféres, cette réponse adaptative est médiée par trois
« capteurs de stress » a savoir PERK (23) (PKR-like ER associated protein kinase), ATF6 (24)

(activating transcription factor-6) et IRE-1a (25) (inositol-requiring enzyme-1) (Schéma 1).
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Schéma 1. Représentation schématique des trois voies de I’Unfolded Protein Response (UPR)
ARNmM : acide ribonucléique messager, ATF : activating transcription factor, BIP : Binding immunoglobulin
Protein, elF2a : eukaryotic initiation factor 2 o, ERAD: ER-associated degradation, ERSE : ER stress response
element, IRE1« : inositol-requiring enzyme-1, PERK : PKR-like ER associated protein kinase, RE: reticulum
endoplasmique, RIDD : regulated IRE1a-dependent decay of mRNA, S1P: site-1 protease, S2P: site-2 protease,
XBP-1 : X-box binding protein 1.

A 1’¢état basal, ces trois protéines trans-membranaires du RE sont maintenues inactives grace
a leur interaction avec la protéine chaperonne BiP (17-19). L’accumulation de protéines mal
conformées dans la lumiére du RE entraine une dissociation de BiP et I’activation des trois
voies. PERK activée phosphoryle le facteur elF2a (eukaryotic initiation factor 2) empéchant la
formation du complexe de pré-initiation de la traduction (17-19,23). IRE-1a est une nucléase
qui, aprés activation, s’oligomérise et s’autophosphoryle acquérant ainsi son activité
endoribonucléasique qui va s’appliquer de deux fagons. D’une part, IRE-1a catalyse le clivage
de PARNm du facteur de transcription XBP-1 (X-box binding protein 1) et favorise ainsi la
synthése d’un variant épissé appelé sXBP-1 (17-19,25). Ce variant se fixe alors sur des
séquences ERSE (ER stress response element) présentes au sein des promoteurs de génes
codant des protéines chaperonnes du RE (17-19,25). Parallelement a la régulation de I’épissage

de sXBPI, IREla est impliquée dans la dégradation de plusieurs ARNm codant différentes
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protéines sécrétées, dans le but de diminuer le flow de protéines naissantes au sein du RE. Ce
processus est appelé en anglais regulated IREla-dependent decay of mRNA ou RIDD
(17,19,20). Enfin, apres dissociation de BiP du facteur ATF6, celui-ci migre du RE vers
I’appareil de Golgi ou il subit un double clivage protéolytique par les protéases S1P et S2P (17—
19,24). Le domaine amino-terminal d’ATF6 ainsi libéré¢, migre vers le noyau pour se fixer sur
des séquences ERSE (17-19,24). Pour résumer, les voies IRE-la et ATF6 régulent la
protéostase en controlant la transcription de genes spécifiques tandis que la voie PERK/P-elF2a
réduit le niveau général de synthese des protéines. Lorsque ces mécanismes sont dépassés, ces
voies peuvent conduire a I’activation d’une « UPR terminale » conduisant la cellule vers les
voies de mort telles que 1’apoptose ou I’autophagie par activation de caspases via les protéines

pro-apoptotiques Bax et Bak, CHOP et/ou c-Jun kinase (JNK) (17-19).

3. L’UPR dans la physiologie des plasmocytes

Les plasmocytes sont les effecteurs matures et terminaux de la réponse immune
humorale spécialisés dans la production et la sécrétion de grandes quantités d’Ig (21). La
réponse UPR joue un rble majeur dans les cellules a forte capacité sécrétrice comme les
plasmocytes, les cellules B des ilots pancréatiques ou les hépatocytes qui sont soumis a un stress
constant du RE (17,19,20). La synthése proteique accrue au sein de ces cellules nécessite alors
un haut développement de la machinerie sécrétoire et une adaptation des capacités de
repliement du RE afin d’éviter I’accumulation délétére de protéines malformées (17,18,20,26—
28). Plusieurs études ont montré que les plasmocytes étaient dépendants pour leur
différenciation et leur activité sécrétoire d’'une UPR fonctionnelle (26,29-33). XBP1 est le
premier facteur de transcription découvert requis de facon sélective et spécifique pour la
différenciation terminale des lymphocytes B (32). Gass et al ont ainsi mis en évidence une
augmentation de 1’expression de XBP1 et de protéines chaperonnes de I’'UPR, dont BiP, ainsi
qu’une activation du facteur ATF6 dans la phase précoce du processus de maturation des
lymphocytes B activés en plasmocytes (29). L’activation basale des principaux composants de
I’UPR ne résulte donc pas uniquement dans I’augmentation de production d’Ig naissants mais
est également essentielle a I’initiation de la synthése d’Ig (29). Dans des modeles murins
consistant en des souris déficientes en XBP1, les lymphocytes B peuvent proliférer et former
des centres germinatifs mais ne peuvent se différencier en plasmocytes matures et sont
incapables de sécréter des Ig (30). L’expression de XBP1 est également suffisante pour induire

les nombreux changements phénotypiques caractéristiques des plasmocytes notamment une
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augmentation de la taille de la cellule et une expansion massive du RE (26). XBP1 a aussi un
role dans la production d’interleukine 6 (IL-6), une cytokine essentielle a la survie des

plasmocytes (31).

4. L’UPR dans la pathogénése du MM

L’activation de I’'UPR est habituellement pergue comme une réponse homéostatique qui
permet aux tissus sains d’adapter leur métabolisme au contexte micro-environnemental (17—
19). Cependant, I’'UPR peut également étre activée dans de nombreux types cellulaires subissant
une transformation maligne souvent associée a un stress du RE (27,34-36). En effet, les cellules
cancéreuses, du fait de leur croissance rapide, sont souvent soumises a des conditions de stress
telles que I’hypoxie, la carence en nutriments, des perturbations du pH, une faible
vascularisation ... responsables d’une accumulation de protéines anormales au sein du RE. Les
cellules cancéreuses peuvent alors s’adapter a ces conditions extrémes par activation de I’'UPR
(27,34-36). Ainsi, ’'UPR a un impact non seulement dans la régulation sécrétoire des cellules
cancéreuses mais intervient dans toutes les étapes clés de la carcinogénese (Schéma 2) (27,34—
37).

Autosuffisance en signaux Insensibilité aux signaux
de croissance inhibiteurs de croissance

Dérégulation du
métabolisme
énergétique cellulaire

Echappement au systéeme
immunitaire

Unfolded

Stvie ol Immortalité
cellulaire r::ponse réplicative
Instabilité )
génomique Inflammation
& Mutations pro-tumorale

Angiogenése Invasion
& Métastases

Schéma 2. L’UPR et les « Hallmarks » du Cancer, d’aprés Urra et al (37)

11



Carrasco et al ont mis en évidence I’importance de sXBP1dans la pathogénése du MM.
Des souris transgéniques surexprimant sXBP1 développent spontanément en vieillissant des
lésions typiques de MM (38). L’UPR serait ainsi une stratégie de survie des cellules
myélomateuses leur permettant de s’adapter a 1’augmentation de production de nouvelles
générations de protéines (lIg et cytokines) et aux modifications du stroma (39). Ces résultats
expliquent en partie I’effet cytotoxique relativement spécifique des IPs sur les cellules
myélomateuses (40-42). Pour rappel, le protéasome 26S est un complexe enzymatique
multiprotéique dont la fonction principale est de dégrader les protéines mal repliées, dénaturées
ou obsoletes de maniére ciblée (43). Un des effets anti-myélomateux du BZB repose notamment
sur sa capacité d’inhiber le facteur anti-apoptotique NF-kB (nuclear factor-kappa B) en
empéchant la dégradation de sa protéine inhibitrice IkB (inhibitor of NF-kB) par le protéasome
(11,43). Cependant, il a été montré que les IPs peuvent également altérer I’homéostasie du RE
en empéchant la clairance des protéines mal repliées par la voie de ’ERAD. Ils entrainent alors
un stress sévere du RE non compensé par les voies de I’'UPR conduisant a 1’apoptose des

plasmocytes malins (40-42).

Enfin, PUPR est probablement un des déterminants de la réponse des cellules
myélomateuses aux IPs. Une faible expression de XBP1 au diagnostic est en effet corrélée a
une faible réponse au BZB in vitro (44,45). Des resultats similaires sont retrouvés en clinique
chez des patients atteints d’un MM (46). Certaines cellules myélomateuses seraient ainsi moins
dépendantes pour leur fonctionnement et leur survie de I'UPR (38-41). Les cellules
myélomateuses qui sécretent peu d’lg apparaissent d’ailleurs plus résistantes au BZB (49).
L’évaluation de I’UPR permettrait alors d’identifier précocement les patients a risque de
résistance ou de rechute (46,47,50) . De plus, ’'UPR pourrait étre une cible thérapeutique
potentielle pour le développement de nouvelles molécules chez les patients myélomateux

résistants aux chimiothérapies usuelles (42,51-53).

C. Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor (MANF), possible
biomarqueur de la protéostase altérée des plasmocytes malins ?

1. Médecine de précision et identification de biomarqueurs de ’'UPR

Les progres de la recherche ont permis d’améliorer la compréhension des mécanismes
biologiques impliqués dans la carcinogénése. A I’heure de la médecine dite « de précision », la
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caracterisation de biomarqueurs optimaux représente une évolution nécessaire pour aider a la
décision médicale et permettre le développement de thérapies personnalisées. Selon le National
Institute of Health, un biomarqueur est défini comme «une caractéristigue qui est
objectivement mesurée et évaluée comme indicateur des procédés biologiques normaux, des
procédés pathogeénes ou des réactions pharmacologiques a une intervention thérapeutique» (54).
Les recherches actuelles tendent ainsi a identifier des biomarqueurs permettant une analyse
clinique de I’activation de ’'UPR (55,56). Les enjeux sont multiples et ambitieux : meilleure
stratification des patients, prédiction de la réponse a un traitement et/ou suivi de son efficacité,
sélection de patients nécessitant un traitement adjuvant, développement de thérapies ciblées...
Historiquement, les taux sériques des marqueurs tumoraux mesurés en routine étaient
considérés comme le reflet du volume tumoral, augmentant en cas de progression ou de rechute
de la maladie et, au contraire, diminuant en cas de réponse au traitement anticancéreux (57,58).
Cependant, ces marqueurs demeurent des protéines issues des cellules malignes et dont la
synthese et la sécrétion sont controlées par ’ensemble des mécanismes impliqués dans le
maintien de la protéostase tumorale (59,60). L’exemple le plus séduisant est celui de I’alpha-
foetoprotéine (aFP), premier biomarqueur tumoral a avoir été identifié. L aFP est actuellement
considérée comme le « gold standard » parmi les biomarqueurs tumoraux pour le diagnostic
précoce du carcinome hépato-cellulaire (CHC) chez les patients a haut risque et dans le suivi
de I’efficacité thérapeutique des patients avec un CHC (56). Néanmoins, il s’est révélé que les
fluctuations des taux mesurés de I’aFP sous chimiothérapie, notamment sous sorafénib, ne
seraient pas que le produit des variations de la masse hépatocytaire tumorale. Elles seraient
également le reflet d’une activation sous-jacente de ’'UPR chimio-induite (61) et permettraient
de suivre I’efficacité du sorafénib par 1’évaluation directe de la protéostase altérée des cellules
de CHC. (36,37).

Dans ce travail, nous avons choisi d’évaluer la pertinence du mesencephalic astrocyte-
derived neurotrophic factor (MANF) comme possible biomarqueur de I’'UPR dans le contexte
du MM.

2. Mesencephalic Astrocyte-derived Neurotrophic Factor (MANF)

MANF est une protéine soluble de 18kDa aussi appelée ARP (Arginine-rich protein) ou
ARMET (Arginine rich mutated in early stage tumors) et a été décrite pour la premiére fois en

2003 par Petrova et al comme un nouveau facteur neurotrophique dopaminergique isolé dans
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un milieu de culture conditionné d’astrocytes (62). L’ARNm et la protéine MANF sont
exprimés a I’état basal dans de nombreux tissus mammaliens, neuronaux et non neuronaux, a
des niveaux plus ou moins élevés (63,64). La protéine MANF est principalement intracellulaire,
localisée surtout dans la lumiére du RE et a minima dans I’appareil de Golgi (63,65), mais une
faible quantité peut également étre sécrétée dans le milieu extracellulaire (62,65) et serait

accessible a un dosage dans le sang circulant et les urines (66-72).

3. Régulation de MANF par ’'UPR

Le geéne codant pour MANF (locus 3p21.2 chez ’Homme) a ¢té identifi¢ comme gene
cible de ’'UPR par analyse microarrays (65,73). Son promoteur possede deux séquences ERSE
et ERSE-II reconnues par les facteurs de transcription XBP1 et ATF6 (63,74,75) (Schéma 3).
L’expression et la sécrétion de la protéine MANF sont augmentées dans de nombreuses lignées
cellulaires in vitro et in vivo (e.g. neurones, cellules béta des flots pancreatiques,
cardiomyocytes, synoviocytes, hépatocytes, cellules de la rétine) en réponse a des stimuli
responsables d’un stress du RE : exposition a des agents chimiques utilisés expérimentalement
pour activer I’UPR tels que la tunicamycine (63,65,75), I’hypoxie et 1’ischémie (64,76-79),
I’inflammation (75,80) ou I’accumulation de protéines mutantes (65,68).

XBP1

ATF6a
ATF6p

ACGTGGACCAAT

-129 +34

ERSE - Il

Schéma 3. Présence d’une séquence ERSE- 11 au niveau du promoteur du gene de MANF
reconnue par les acteurs majeurs des voies transcriptionnelles de I’UPR
Schéma adapté selon Mizobuchi et al (63) et Oh-Hashi et al (74).

4. Robles physiopathologiques de MANF

MANF a été découvert initialement pour son role trophique sur les neurones
dopaminergiques (62). Ce rble cytoprotecteur a été par la suite mis en évidence pour de
nombreux types cellulaires (68,76-78,80-87). Plus précisément, MANF protégerait contre la

mort cellulaire induite par une UPR terminale en réponse a un stress sévere du RE (62,68,75—
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78,80-86,88). Cette régulation se ferait par un rétrocontrdle négatif par lequel MANF inhiberait
en amont les différentes voies de I’UPR (84,89).

A Tlinstar du MM et d’autres cancers, le stress du RE et 'UPR participent a la
pathogénése de nombreuses et diverses pathologies humaines dont le diabéte sucré, les
pathologies neurodégénératives et neurovasculaires, les pathologies auto-immunes, la
cardiopathie ischémique et certaines néphropathies (27,28). Du fait d’une co-régulation entre
MANEF et les voies de ’'UPR, plusieurs €quipes ont étudi¢ la possibilité d’une implication de
MANF dans la physiopathologie de ces maladies (62,66,68,70,77,78,80-86,89-96) (Schéma
4). Des travaux expérimentaux chez I’animal laissent méme a espérer que MANF pourrait étre
une cible thérapeutique potentielle pour le traitement des pathologies médiées par le stress du
RE (81,82,90) .

5. MANF comme biomargueur de ’'UPR

De facon intéressante, lors de situations responsables d’un stress du RE, les études sur
lignées cellulaires montrent une expression augmentée des composants de I’UPR et de MANF
mais seul MANF est sécréte et donc dosable dans le milieu extracellulaire (63,65,77). MANF
pourrait représenter un biomarqueur d’intérét du niveau de stress du RE, facilement quantifiable
dans le sang. Des taux seériques éleveés de MANF ont pour la premiére fois été mesures chez des
jeunes enfants atteints d’un diabéte de type 1 au début de leur maladie (66). Le diabéte de type
1 est li¢ a une destruction progressive des cellules 3 des ilots de Langerhans responsable d’une
insulinopénie. A la phase précoce de la maladie, les cellules B préservées doivent accroitre leur
production d’insuline et ’augmentation de MANF pourrait refléter le stress du RE auquel sont
soumises ces cellules (66). Par la suite, d’autres équipes ont mesuré des taux élevés de MANF
dans le sérum de patients adultes diabétiques de type 2 (70) et de patients parkinsoniens (72)

ou, au contraire, plus faibles chez des patients avec une fibrillation auriculaire (FA) (71).
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Diabéte

- In vitro: prolifération des € B lors de I'exposition a des cytokines
pro-inflammatoires [86] et protection contre le stress du RE induit
par hyperglycémie [92]

- In vivo:

KO MANF : diabéte secondaire a I'apoptose des € B par
activation de 'UPR [84, 92]

Surexpression MANF : augmentation de la régénération des

Z B dans un modele murin de diabéte sucré [84, 92]

- Taux sérique de MANF élevé chez des enfants atteints
d’un diabéte de type 1 a la phase précoce [66] et chez des
adultes intolérants au glucose et diabétiques de type 2 [70]

Pathologies auto-immunes

- In vitro: inhibition du signal NF-kB [80,91,93] et orientation des
macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire [87,105]

- In vivo: augmentation de I'expression de MANF dans les
synoviocytes dans un modele murin d’arthrite inflammatoire [80]
- Taux d’ARNm de MANF élevé dans les globules blancs

périphériques de patients atteints d’une polyarthrite rhumatoide

ou d’un lupus érythémateux systémique [80]

Néphropathies

In vivo:

Augmentation de I'expression de MANF induite
par stress du RE dans les € podocytaires dans
un modele murin de syndrome néphrotique et
dans les € tubulaires apres ischémie aigue
rénale [68]

Effet cytoprotecteur par restauration de
'hnoméostasie calcique dans un modele murin
de syndrome néphrotique [89]

Epilepsie

Pathologies neurodégénératives
Accidents vasculaires cérébraux

Cardiopathies\

- Invivo:

murin d’ischémie myocardique [77]
Protection contre les |ésions cardiaques
ischémiques aprés administration d’'un
recombinant de MANF [81]

des patients avec une FA [71]

Augmentation de I'expression de MANF au
sein des cellules cardiaques dans un modele

- Taux sériqgue de MANF moins élevé chez

Cancer?

- In vitro: réle neurotrophique [62,83,90,101]
- In vivo:

[64,76,85,94]

MANF dans une zone infarcie [82,96]

Protection neuronale en cas de Iésion cérébrale ischémique, traumatique ou post-épileptique
Stimulation de 'angiogéneése et différenciation des cellules progénitrices neurales aprés injection de

Diminution de la production de protéine B amyloide dans un modéle murin de maladie d’Alzheimer [95]
Restauration de la fonction du systéme nigro-strié dopaminergique aprés injection intra-striatale de
MANF dans un modéle murin de parkinsonisme [90]

- Taux sériqgue de MANF élevé chez des patients parkinsoniens [72]

Schéma 4. MANF et pathologies humaines médiées par stress du RE
AVC : accident ischémique cérébral, € : cellule, FA : fibrillation auriculaire, KO : knock out
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6. Obijectifs de cette étude

Aucune étude n’a pour I'instant étudié MANF dans le contexte du MM. Seule une
analyse immunohistochimique a révélé une expression exclusive de MANF dans le RE des
plasmocytes matures non retrouvée dans le RE des lymphocytes B non différenciés ou des
lymphocytes T (97).

Dans un premier temps, nous avons donc exploré in silico puis in vitro la possibilité
d’utiliser MANF comme biomarqueur dans le MM. Nous avons ensuite évalué la pertinence en

pratique clinique du dosage sérique de MANF au sein d’une cohorte de patients myélomateux.
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II) MATERIEL ET METHODES

A. Analyse in silico

Le développement d’outils informatiques performants a permis 1’établissement de
techniques de simulation numérique centrées sur les systéemes biologiques. Par analogie avec
les expressions in vivo et in vitro, le terme « in silico » est employé pour qualifier les recherches

réalisées au moyen de ces calculs complexes informatisés et de ces modeles informatiques.

Le National Cancer Institute-60 (NCI-60) est une ressource en acces libre

(https://dtp.cancer.gov/discovery development/nci-60/) mise en place depuis les années 90

pour identifier et caractériser de nouvelles substances ayant potentiellement des propriétés
anticancéreuses. Il regroupe 60 lignées cellulaires tumorales humaines issues de 9 types de
cancer fréquents chez I’Homme, a savoir des hémopathies malignes lymphoides et myéloides
et des cancers du sein, du poumon, de la prostate, de ’ovaire, du colon, du rein et du cerveau.
Cette base de données, pharmacologique et moléculaire, permet 1’analyse des profils
d’expression génique et la recherche de relations entre génes dans ces différentes lignées a I’état
basal. Il s’agit donc d’un outil intéressant pour tester des hypotheses de recherche avant

d’entreprendre des études expérimentales (98).

B. Culture cellulaire

Deux lignees cellulaires humaines de MM ont été utilisées : la lignée MM.1S (CRL-
2974) et la lignée RPMI 8226 (CCL-155), achetées a 1’American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). Les lignées cellulaires humaines de carcinome hépatocellulaire
(CHC) (PLC/PRF5, Hep3B et Huh7) ont été obtenues auprés du Dr Wychowski (Institut de
Biologie de Lille, France). Les lignées cellulaires humaines de glioblastome (H4, A172 et U87)
ont été achetées a Sigma-Aldrich (Lyon, France) et celles de carcinome épidermoide téte et cou
CSC (SCC9, BICR18, PECA/PJ42, PECA/PJ34) & I’ European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC, Salisbury, UK).

Les cellules ont été maintenues a 37°C dans une atmosphére humide avec 5% de CO-
et cultivées dans un milieu Dulcecco’s Modified Eagle’s Medium High glucose RPMI Medium
1640 (Sigma-Aldrich) avec 10% de sérum de veau feetal (Jacques Boy, Reims, France),
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décomplémenté pour les lignées de MM, enrichi avec 1% de glutamine et 1% de
pénicilline/streptomycine. La différence d’adhérence cellulaire entre les lignées de MM
(cellules en suspension) et les lignées de tumeurs solides (cellules adhérentes) a été respectée

durant la culture cellulaire et la réalisation des expériences.

C. Cohorte de patients

1. Population de sujets sains

La cohorte de sujets sains était constituée de 60 sujets agés de 20 a 80 ans (5 femmes et 5
hommes par tranche d’age de 10 ans) considérés comme « sains », a savoir sans antécédent
médical personnel connu en dehors d’un tabagisme (sevré ou non), d’une hypertension artérielle
(traitée ou non), d’une dyslipidémie (traitée ou non) et/ou d’un éthylisme chronique (sevré ou
non). Ces sujets sains ont été recrutés dans la population générale dans le cadre de la

participation a un protocole hospitalier de recherche clinique.

2. Population de patients avec une gammapathie monoclonale

Nous avons inclus rétrospectivement les patients agés de plus de 18 ans suivis dans le service
de Médecine Interne du Centre Hospitalo-Universitaire Amiens-Picardie pour une MGUS (a
IgG ou IgA) ou un MM selon les critéres de 'IMWG et pour lesquels nous disposions d’un
échantillon de sérum conserve au sein de la biobanque du CHU Amiens-Picardie. Le recueil de
sérum avait été réalise du ler septembre 1995 au 31 décembre 2018 sous la responsabilité du
Dr Valéry Salle. Nous n’avons pas inclus les patients suivis pour une MGUS a IgM, une maladie
de Waldenstrom, un lymphome lymphoplasmocytaire, une maladie par dépots de chaines
d’immunoglobulines (amylose primitive AL, maladies avec dépdts de chaines légéres ou
lourdes d’Ig), POEMS syndrome, leucémie a plasmocytes ou un plasmocytome solitaire. Les
données démographiques, cliniques et cytogénétiques des patients inclus ont été recueillies a
partir de la lecture des comptes-rendus medicaux conservés soit dans le dossier archivé (avant
le 31 décembre 2004) soit sur le logiciel DX-Care (a partir du 1* janvier 2005). L’analyse
cytogénétique était réalisée par technique FISH a I’unité génomique du Myélome initialement
a Nantes puis a Toulouse sous la direction du Professeur Hervé Avet-Loiseau. Les données
biologiques étaient recueillies a partir des analyses réalisées sur des prélevements sanguins et

urinaires prélevées dans le méme temps que I’échantillon de sérum conservé, soit dans le
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dossier archivé (avant le 31 décembre 2004) ou soit sur le logiciel DX-Care (a partir du 1*
janvier 2005).

3. Cadre éthique

En conformité avec la déclaration d’Helsinki et la législation frangaise, tous les sujets sains
et les patients inclus dans cette étude avaient antérieurement donné leur consentement éclairé
et signé pour la conservation d'un échantillon de leur sérum au sein de la biobanque du CHU
Amiens-Picardie dans le cadre d’éventuelles recherches cliniques ou dans le cadre d’un
protocole hospitalier de recherche clinique local ou régional. Le traitement des données était

en conformité avec la méthodologie de référence MR-004 de la CNIL.

4. Critéres de jugement

Le critére de jugement principal était la concentration sérique de MANF.
Les critéres de jugement secondaires étaient

-facteurs confondants potentiels (facteurs de risque cardio-vasculaires, antécédents
neurologiques, auto-immuns, cardiologiques et néoplasiques)

-biomarqueurs usuels du myélome (taux quantifié du pic monoclonal sanguin, ratio des CLL
sériques, albuminémie, LDH sérique, protéinurie)

-complications cliniques (lésions osseuses) et biologiques du myélome (anémie, hypercalcémie,
insuffisance rénale)

-facteurs pronostiques validés du myélome (scores ISS et R-ISS, anomalies cytogénétiques de
haut risque)

-réponse au traitement anti-myélomateux (selon les critéres de 'IMWG (99))

-survie globale et survie sans événement.

D. Dosage de la protéine MANF

Le dosage de la protéine MANF était réalisé par une technique “sandwich” ELISA
(Enzyme Linked Immuno Assay) (Human MANF ELISA kit, ab215417, abcam, Cambridge,
CB2 0AX, UK) avec une mesure quantitative colorimétrique selon les procédures décrites par

le laboratoire fournisseur. Le seuil de sensibilité du test était de 30 pg/ml. La lecture de la
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densité optique était réalisée avec le lecteur Labsystems iIEMS Reader MF avec le logiciel

Ascent Software version 2.6 avec une absorbance a 450 nm.

Pour I’analyse in vitro, le dosage de MANF dans le milieu extracellulaire était réalisé
dans le milieu surnageant apres centrifugation des extraits cellulaires. Pour le dosage de la
concentration intracellulaire, le culot était lysé dans 200ul de tampon de lyse RIPA (Hepes
KOH 20mM, NaCl 5mM, NaF 100nM, Bglycérophosphate 50nM, NasVVOs 1mM, NaPP 1mM,
protease inhibitor cocktail (P8340, Sigma-Aldrich)). Un comptage du nombre total de cellules
présentes était réalisé au bleu Trypan par microscope optique pour chaque échantillon. Les
résultats sont exprimés en quantité (ng) de protéine MANF pour 100 000 cellules présentes

dans I’échantillon.

Pour I’analyse sur sérum de patients, les échantillons congelés de sérum étaient
conserves sous forme de paillettes. Les paillettes sélectionnées étaient acheminées dans de la
carboglace jusqu’au service de Biochimie Recherche du CHU d’ Amiens-Picardie et conservées
a-80°C jusqu’au dosage. Apres decongelation a temperature ambiante, chagque échantillon était

préalablement dilué au 1/8° selon les recommandations du laboratoire fournisseur du kit ELISA.

E. Analyses statistiques

Le test de Shapiro-Wilk a été utilise comme test de normalité pour étudier la distribution
des variables continues. Les variables continues avec une distribution normale sont présentées
sous la forme de moyenne écart type et ont été analysées par test t de Student. Les variables
continues ne suivant pas une loi normale sont présentées sous forme de médiane [intervalle
interquartile] et ont été analysées par test de Wilcoxon-Mann-Whitney et test de Kruskal-
Wallis. Les données qualitatives sont présentées sous forme de fréquence (%, n/N) et ont été
analysées par test du Chi? (ou test exact de Fisher si n<5). La recherche d’une corrélation entre
la concentration de MANF et les différentes variables était réalisée soit par une corrélation de
Pearson (pour les variables avec distribution normale) ou soit par une corrélation de Spearman
(pour les variables avec distribution non normale). Les analyses de survie étaient réalisées par
modeéle de Cox. Une valeur de p<0,05 en test bilatéral était considérée comme statistiguement
significative. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel SAS software

(version 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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1) RESULTATS

A. Analyse in silico

Nous avons cherché a identifier des génes dont les niveaux d’expression sont corrélés
avec les génes de 'UPR (a savoir un seuil r? par corrélation de Pearson > 0,30, p<0,05). Ainsi,
nous avons isolé 8 génes, parmi les 25 000 que comprend le génome humain, dont I’expression
est fortement corrélée a I’activation de 'UPR (HSPA5, HSP90B1, HYOU1, HERPUDI,
EDEM1, SEL1L, ATF4 et ATF6) puisqu’ils codent pour des protéines jouant un rdle majeur
dans la réponse au stress du RE. L’expression de six de ces genes est également fortement et
significativement corrélée a celle de ’ARNm de la protéine MANF (Figure 1a). Il s’agit des
genes HSP90B1 (Heat Shock Protein 90 Beta Family Member 1 ou Grp94), HSPAS (Heat
Shock Protein Family A Member 5 ou Grp78), HYOU1 (Hypoxia Up-Regulated 1 ou Grp 170),
EDEM1 (ER Degradation Enhancing Alpha-Mannosidase Like Protein 1) et HERPUD1
(Homocysteine Inducible ER Protein With Ubiquitin Like Domain 1), qui codent pour des
proteines chaperonnes du RE, ainsi que du gene codant pour le facteur ATF6, régulateur
transcriptionnel de chaperonnes dont celles citées précédemment. De plus, il existe une
hétérogénéité de transcription de ’ARNm de MANF selon les différents types de tumeurs
solides et d’hémopathies malignes (Figure 1b). La lignée cellulaire myélomateuse RPMI 8226
apparait comme une des lignées exprimant le plus ’ARNm de MANF (Z-score=+1,8). Le
niveau de transcription de I’ARNm de MANF au sein de cette lignée est par ailleurs supérieur
a celui de lignées d’autres types d’hémopathie myéloide ou lymphoide. Ces résultats confortent
notre hypothése que MANF pourrait étre un marqueur circulant d’intérét de I'UPR produit par

les cellules cancéreuses et notamment myélomateuses.
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a) b) oR-uce?
BR:MDA-MB-231
BR:HS 578T
BR:BT-540
BR:T470
CNS:SF-268
HSPAS 0,59 1*10° CNS:SF-205
CNS:SF539

HERPUD1 0,56 2*10° CHS:SNB-19
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Figure 1. Expression transcriptionnelle de MANF dans différentes lignées cellulaires malignes
communes

a) Corrélation des niveaux d’ARNm transcrits de génes UPR et ’ARNm de MANF. Les données ont
été obtenues a partir du National Cancer Institute-60. L’analyse statistique a été réalisée par corrélation de Pearson
avec un seuil r>>0,30 et p<0,05. b) Niveaux d’expression transcriptionnelle de ’ARNm de MANF selon
différentes lignées cellulaires humaines de cancer solide ou d’hémopathie maligne. Les lignées
cellulaires sont classées par type de cancer (BR : breast cancer ; CNS : central nervous system cancer ; CO : colon
cancer ; LE : leukemia ; ME : melanoma ; LC : lung cancer ; OV : ovarian cancer ; PR : prostate cancer ; RE :
renal cancer). Les barres horizontales représentent le niveau

d'expression sur une échelle logarithmique centrée sur 0, moyenne globale des niveaux d'expression dans les 60
lignées (98). La fléche rouge pointe la lignée de myélome multiple RPMI 8226 et ’encadré vert regroupe les
lignées d’hémopathies malignes.
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B. Analyse in vitro

Nous avons mesuré les concentrations de protéine MANF intracellulaire et dans le
milieu extracellulaire a 1’état basal pour 12 lignées cellulaires tumorales, a savoir deux lignées
de MM (MML1.S et RPMI 8226), trois lignées de CHC (PLC/PRF5, Hep3B et Huh?), trois
lignees de glioblastome (H4, A172 et U87) et 4 lignées de carcinome épidermoide téte et cou
(SCC9, BICR18, PECA/PJ42, PECA/PJ34) (Figure 2).
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Figure 2 : Hétérogénéité d’expression intracellulaire et de sécrétion de la protéine MANF selon
différentes lignées tumorales. a) Sécrétion basale de MANF pour différents types de lignées de
myélome multiple (MM) ou de cancer solide. Douze lignées cellulaires tumorales ont été étudiées : deux
lignées de MM (MML.S et RPMI 8226), trois lignées de carcinome hépatocellulaire CHC (PLC/PRF5, Hep3B et
Huh7), trois lignées de glioblastome (H4, A172 et U87) et 4 lignées de carcinome épidermoide téte et cou (SCC9,
BICR18, PECA/PJ42, PECA/PJ34). Les puits étaient ensemencés (5*10°%/ml pour les lignées de myélome multiple
et 2*10%/ml pour les autres lignées) en quatre réplicas. Le dosage de la protéine MANF était réalisé par technique
ELISA dans chaque surnageant aprés centrifugation des échantillons 24h aprés ensemencement. Les résultats sont
exprimés en ng pour 100 000 cellules présentes dans 1’échantillon. Une étoile * indique une différence significative
p<0,05 entre la lignée RPMI 8226 et les autres lignées. b) Ratio entre concentration intracellulaire et
concentration dans le milieu extracellulaire de MANF. Le culot cellulaire, obtenu aprés centrifugation des
échantillons, était lysé dans un tampon de lyse pour permettre une mesure de la concentration de MANF
intracellulaire.

Il existe également une hétérogénéité d’expression protéiqgue de MANF selon ces
lignées. La lignée RPMI 8226 est une des lignées ayant la plus forte concentration
intracellulaire de protéine MANF (avec les lignées SCC9 et U87) alors que la lignée MM1.S
présente au contraire une faible expression intracellulaire de MANF (MML1.S vs RPMI 8226 :
p=0,013 selon le test t de Student). De plus, la lignée RPMI 8226 apparait de facon significative
comme la lignée étudiée sécrétant le plus fortement MANF (RPMI 8226 vs autres lignées :
p=0,018) alors que la lignée MM1.S est une des lignées sécrétant MANF en faible quantité.

Pour toutes les lignées, la concentration intracellulaire de MANF est plus élevée que la
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concentration extracellulaire et il existe une corrélation significative entre la concentration
intracellulaire de MANF et la quantité sécrétée dans le milieu (selon la corrélation de Pearson
avec r?=0,17, p=0,0037). Ainsi, une faible sécrétion de MANF dans le milieu n’est pas liée a
une machinerie de sécrétion non fonctionnelle mais a une faible expression intracellulaire de
MANF.

C. Caractéristiques cliniques des sujets sains

Afin d’étudier une possible variation physiologique de MANF chez I’Homme, nous
avons réalisé dans un premier temps un dosage de MANF dans le sérum de 30 femmes et 30
hommes considérés comme « sains ». Les caractéristiques déemographiques de ces sujets sont

décrites dans le Tableau 1. Aucun sujet n’était diabétique.

Total Hommes Femmes
(N=60) (N=30) (N=30)
Age, années
Meédiane [11Q] 51 [28,8] 49,2 [26,9] 49,9 [32,6] p=0,8
IMC, kg/m2
Médiane [11Q] 25,4 [5,1] 25,1 [4,7] 25,9 [5,3] p=0,91
Facteurs de risque cardiovasculaire
n (%)
— hypertension artérielle 12 (20) 8 (26,7) 4 (13,3) p=0,33
— dyslipidémie 2(3,3) 9 (30) 3(10) p=0,10
— tabagisme 13 (21,7) 8 (26,7) 5 (16,7) p=0,53
—  obésité 3(5) 0(0) 3(10) p=0,24
—  éthylisme chronique 2(33) 2(6,7) 0(0) p=0,49

Tableau 1. Caractéristiques des sujets sains
11Q : intervalle interquartile, IMC : indice de masse corporelle

D. Caractéristiques cliniques et biologiques des patients avec une gammapathie
monoclonale

Soixante-treize patients ont été inclus dans le groupe MGUS et 68 patients dans le

groupe MM. Le nombre de patients perdus de vue était de 17 dans le groupe MGUS et de 10
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dans le groupe MM (p=0,21) et la durée de suivi médiane était respectivement de 78,1 [66,6]
mois et de 51,6 [59] mois (p=0,0218).

1. Groupe MGUS

Le dosage sérique de MANF a été réalisé chez 11 patients avec une MGUS a Ig A et chez

62 patients avec une MGUS a Ig G (Tableau 2). Le sex ratio F/H était de 1,60. L’4ge moyen
était de 62,2+13,4 ans chez les femmes et de 66,6+13,8 ans chez les hommes. Les facteurs de
risque cardiovasculaire et les antécédents des patients étaient disponibles pour 72 patients et
sont décrits dans le Tableau 2. Douze patients avaient été traités pour une néoplasie solide,
pour tous non métastatique et considérée en rémission lors du prélévement sanguin. Au cours
du suivi, un seul patient avec une MGUS a évolué vers un MM symptomatique environ 11 mois
aprés le prélevement sanguin. Les donnees des analyses biologiques sont détaillées dans le
Tableau 3.

2. Groupe MM
Le dosage sériqgue de MANF a été réalisé chez 54 (79,4%) patients avec un MM a Ig

entiere, 13 (19,1%) patients avec un MM a chaines légéres et 1 (1,5%) patient avec un MM non
sécretant. Le sex ratio F/H était de 1,125 (Tableau 2). L’4ge moyen était de 67,2+10,1 ans chez
les femmes et de 65,4+10,1 ans chez les hommes. Les facteurs de risque cardiovasculaires et
les antécédents étaient disponibles pour 65 patients et sont décrits dans le Tableau 2.
L’antécédent de cancer solide était significativement moins fréquent dans le groupe MM (n=3,

tous en rémission; p=0,03).

Le prélevement sanguin était réalisé au diagnostic pour 79,1% (53/67) des patients, au
décours d’une rechute pour 8,9% (6/67) des patients et au cours du suivi pour 11,9% (8/67)
d’entre eux. La majorité des patients (78%) présentaient un MM dit « symptomatique »
(Tableau 4). Six patients sur 67 (8,9%) ont présenté une atteinte rénale spécifique du myélome
a savoir une tubulopathie myélomateuse (n=1), une maladie de Randall (n=1), une amylose AL

(n=3) et une néphropathie glomérulaire ni amyloide ni Randall (n=1).

Au cours du suivi, 68,8 % (11/16) des patients avec un MM indolent ont évolué vers
une maladie symptomatique nécessitant I’instauration d’un traitement. La durée médiane entre
la date de prélévement sanguin de ces patients et celle du diagnostic de I’évolution

symptomatique de leur maladie était de 15 [10,9] mois.

26



Les données des analyses biologiques réalisées en routine sont décrites dans le Tableau
3. Les données du myélogramme étaient disponibles et exploitables (frottis non hémodilué)

pour 40 patients.

Le score pronostique ISS a pu étre évalué pour 66 patients (Tableau 4). Les données de
la cytogénétique étaient disponibles pour 40 patients. Seuls 4 (10%) patients présentaient une
anomalie cytogénétique dite « de haut risque », a savoir 3 patients avec une délétion 17p et 1
patient avec une translocation t(4;14).

Parmi les 68 patients du groupe MM, 8 (11,7%) avaient déja au moins regu une ligne
thérapeutique avant le recueil de sérum (Tableau 5). Sur les 52 patients symptomatiques, 51
(98,1%) ont été traités dans les 6 mois apres le prélevement sanguin (Tableau 5). La réponse a
6 mois de I’initiation du traitement a pu étre évaluéee selon les critéres de 'IMWG (Annexe C)
pour les 51 patients traites (Tableau 5). Neuf patients (17,6%) ont présenté une maladie
d’emblée progressive sous traitement. Pour les 42 autres patients traites, 37 (88%) ont rechuté
(selon les définitions de 'IMWG : Annexe D) durant le suivi. La survie médiane sans rechute
était de 87,6 [122,7] mois et la survie médiane globale de 98,2 [76] mois.
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Myélome Multiple MGUS
(N=68) (N=73)
Age, années
Moyennetécart type 66,3+10,1 66,4+12,1 p=0,98
Sexe féminin
n/N (%) 36/68 (52,9) 45/73 (61,4) p=0,38
IMC, kg/m2
n 38 39
Médiane [11Q] 25,2 [6,6] 25,3[6,2] p=0,95
Facteurs de risque cardiovasculaires
n/N (%)
— hypertension artérielle 32/65 (49,2) 31/72 (43) p=0,58
— dyslipidémie 14/65 (21,5) 26/72 (36,1) p=0,09
— tabagisme 10/65 (15,3) 12/72 (16,7) p:0,84
—  obésité 5/65 (7,7) 6/72 (8,3) p=0,89
—  éthylisme chronique 3/65 (4,6) 3/72 (4,2) p=1,00
Antécédents
n/N (%)
— pathologie cardiovasculaire 10/65 (15,4) 18/72 (25) p=0,16
—  pathologie neurologique 6/65 (9,2) 9/72 (12,5) p=0,54
—  pathologie auto-immune 4/65 (6,2) 8/72 (11,1) p=0,37
—  néoplasie (sauf MM) 3/65 (4,6) 12/72 (16,7) p=0,03
— diabéte
-type 1 0/65 (0) 0/72 (0) p=1,00
-type 2 8/65 (12,3) 3/72 (4,2) p=0,12
Circonstances du dosage
n/N (%)
— diagnostic 53/67 (79,1) 64/72 (88,9) p=0,16
— rechute 6/67 (8,9) -
—  suivi 8/67 (11,9) 8/72 (11,1) p=1,00
Type de chaine lourde
n/N (%)
- IgA 13/54 (24,1) 11/73 (15,1)
- 1gG 41/54 (75,9) 62/73 (84,9) p=0,25
Type de chaine légére
n/N (%)
—  lambda 24/67 (35,8) 30/73 (41,1) p=0,6

Tableau 2. Caractéristiques des patients avec une gammapathie monoclonale

11Q : intervalle interquartile, IMC : indice de masse corporelle.
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Myélome Multiple MGUS
n (N=68) n (N=73)

Médiane [11Q]
MANF, ng/ml 68 5,615 [7,595] 73 4,81 [3,237]
Hémoglobine, g/dl 62 11,9[2,4] 67 13,5[1,6]
Protides, g/l 62 81 [20] 73 72 [7]
Albuminémie, g/l 62 40 [5,3] 72 40,9 [4,5]
Calcium, mmol/l 61 2,32[0,13] 72 2,3[0,12]
CRP, mg/l 60 3,1[7,6] 61 3,1[1,5]
Créatinine, umol/I 60 85 [28,3] 73 80 [21]
Pic monoclonal$, g/l 48 25,3 [15,9] 72 11,6 [5,8]
Chaines légeres libres, mg/l 49 56

-kappa 21,1117,9] 14,4 [14,6]

-lambda 13,3 [50,7] 15,4 [16,3]
LDH, Ul 67 362 [141,5] 66 398,5 [98,8]
p2microglobuline, pg/l 68 3340 [2504] 67 2190 [827,5]
Urines :
Protéinurie, mg/24h 56 199 [1290] 56 89,5 [57,8]
Moelle osseuse :
Plasmocytes dystrophiques, % 40 15 [21] 62 2 [1]

Tableau 3. Données biologiques des patients avec une gammapathie monoclonale

CRP: protéine C réactive, LDH: lactate déshydrogénase.
Spour les MM a Ig entiére

Myélome Multiple

(N=68)
Critéres « CRAB »
n/N (%)
— hyperCalcémie 8/67 (11,9)
— Anémie 24/67 (35,8)
— insuffisance Rénale 8/67 (11,9)
—  lésion(s) osseuse(s) (Bone) 43/67 (64,2)
_unique 10/67 (14,9)
-multiples 33/67 (49,3)
Symptomatique
n/N (%) 52/67 (77,6)
Facteurs pronostiques
Anomalies cytogénétiques a «haut risque »
n/N (%) 4/40 (10)
ISS
n/N (%)
-1 34/66 (51,5)
- 2 17/66 (25,8)
- 3 16/66 (24,2)
R-ISS
n/N (%)
-1 19/36 (52,8)
- 2 17/36 (47,2)
- 8 0/36 (0)

Tableau 4. Criteres « CRAB » et facteurs pronostiques des patients avec un myélome multiple
ISS: International Staging System, R-1SS: revised International Staging System.
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Myélome Multiple

(N=68)
Patients traités avant le prélévement sanguin
n/N (%) 8/68 (11,7)
Type(s) de traitement
— autogreffe 2/68 (2,9)
— melphalan 8/68 (11,8)
— cyclophosphamide 2/68 (2,9)
—  bortézomib 1/68 (1,5)
— immunomodulateur 2/68 (2,9)
— corticothérapie 7/68 (10,3)
—  bisphosphonate 1/68 (1,5)
— radiothérapie 0/68 (0)
— autre (vincristine, doxorubicine) 6/68 (8,8)
Patients traités apres le prélevement sanguin
n/N (%) 51/66 (77,3)
Type(s) de traitement
— autogreffe 21/66 (31,8)
— melphalan 42/66 (63,6)
— cyclophosphamide 17/66 (25,8)
—  bortézomib 22/66 (33,3)
—  immunomodulateur 15/66 (22,7)
—  corticothérapie 46/66 (69,7)
—  bisphosphonate 8/66 (12,1)
— radiothérapie 15/66 (22,7)
— autre (vincristine, doxorubicine) 1/66 (1,5)
Réponse a 6 mois (patients traités)
n/N (%)
— compléte stringente 7/51 (13,7)
— compléte 6/51 (11,8)
— trés bonne réponse partielle 10/51 (19,6)
— partielle 9/51 (17,6)
— stable 6/51 (11,8)
—  progression 9/51 (17,6)
Complications liées au traitement (patients traités)
n/N (%)
Diabéte cortico-induit 1/51 (19,6)
Neuropathie chimio-induite 11/51 (21,6)

Tableau 5. Traitements et réponse thérapeutique des patients avec un myélome multiple
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E. Concentration sérigue de MANF

1. Sujets sains
Le taux médian de MANF sérique était de 4,84 [3,02] ng/ml chez les femmes et de 8,96

[7,49] ng/ml chez les hommes (p=0,028) (Figure 3a). Nous avons estimé la concentration
médiane sérique de MANF selon trois tranches d’age égales (Tableau 6). La concentration
sérique de MANF diminuait de fagon significative avec 1’age dans la population globale de
sujets sains (p=0,0077 selon Kruskal-Wallis ; r>=0,072 selon Spearman, p=0,021) (Figure 3b)
et le sous-groupe de femmes (p=0,0155 selon Kruskal-Wallis ; r?=0,15 selon Spearman,
p=0,018). Une baisse de MANF avec ’age était également retrouvée chez les sujets de sexe

masculin mais de fagon non statistiquement significative (Tableau 6).

MANF sérique n’était pas corrélé avec I’indice de masse corporelle (IMC) (r?= -0.04
selon Spearman, p=0,76). La durée de conservation du sérum n’avait pas d’influence sur le
dosage. Enfin, la variabilité des taux n’était pas associée de fagon significative avec un éventuel

facteur de risque cardiovasculaire.
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Figure 3. Concentration sérique de MANF (ng/ml) chez les sujets sains

a) selon le sexe
b) par tranches d’dges (années)
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Sujets sains MGUS MM
Age (années) 20-40 41-60 61-80 20-40 41-60 61-80 >80 41-60 61-80 >80
n n n p n n n n p n n n p
Total 20 798[856] 20 531[420] 20 408[326] 00077 | 1 945[0] 20 498[229] 42 448[419] 10 573[372] 033 | 17 987[7,88] 44 484[401] 7 731[131] 0,040
Femmes 10 777[511] 10 484[152] 10 372[146] 00155 | 1 945[0] 12 589[271] 24 474[446] 8 523[468) 036 | 8 703[878] 23 561[568] 5 358[7,77] 0,68
Hommes 10 867[12000 10 780[794] 10 591[660] 0335 | - - 8 449[159] 18 442[276] 2 678[189] 032 | 9 11,54[6,32] 21 404[342] 2 1167[8,72] 0,011

Tableau 6. Concentration sérique médiane [I1Q] de MANF (en ng/ml) par tranches d’dge chez les sujets sains et les patients avec gammapathie monoclonale
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2. Patients avec une gammapathie monoclonale
Le taux sérique médian de MANF était de 4,81 [3,237] ng/ml chez les patients MGUS (n=73)
et de 5,615 [7,595] ng/ml chez les patients MM (n=68) non appariés (p=0,23) (Figure 4).

Contrairement aux sujets sains, il n’y avait pas de différence statistiquement significative de
MANF entre les deux sexes aussi bien dans le groupe MGUS (5,14 [3,28] ng/ml chez les
femmes vs 4,50 [2,34] ng/ml chez les hommes, p=0,35) que dans le groupe MM (5,62 [7,64]
ng/ml chez les femmes vs 5,62 [2,34] ng/ml chez les hommes, p=0,61). La concentration
médiane de MANF n’était pas statistiquement différente selon les tranches d’age dans le groupe
MGUS (Tableau 6). Dans le groupe MM, les hommes agés de 61 a 80 ans présentaient des
taux de MANF plus bas que ceux que ceux agés de plus de 80 ans (Tableau 6). Il n’y avait pas
de corrélation significative selon 'IMC et le taux de MANF n’était pas significativement plus
élevé chez les patients diabétiques ou ayant une pathologie neurologique, cardiovasculaire ou

auto immune dans les deux groupes.

Nous avons comparé le taux sérique de MANF chez 33 patients MM appariés selon I’age et
le sexe avec 33 témoins sains (issus de la population de sujets « sains » précedemment décrite)
sans mettre en évidence de différence significative (respectivement 6,50 [7,70] ng/ml vs 4,87
[3,16] ng/ml, p=0,19) (Figure 5a). De méme, nous n’avons pas montré de différence entre des
patients MGUS apparies avec des sujets sains (n=36; respectivement 4,87 [2,62] ng/ml vs 4,88
[3,69] ng/ml, p=0,84) (Figure 5b). A noter, qu’aucune différence significative n’était
également retrouvée méme sans appariement entre les patients des groupes MM (n=68) et
MGUS (n=73) avec les sujets sains (n=60) (p=0,32).
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Figure 4. Concentration sérique de MANF (ng/ml) chez les patients MM et les patients MGUS
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Figure 5. Concentration sérique de MANF (ng/ml) entre sujets sains et patients avec gammapathie
monoclonale appariés selon ’dge et le sexe

a) patients MM appariés avec des sujets sains (n=33)

b) patients MGUS appariés avec des sujets sains (n=36)

Le patient du groupe MGUS ayant evolue vers un MM symptomatique avait un taux sérique
de MANF a 7,73 ng/ml, sans différence significative par rapport aux autres patients du groupe
MGUS. Le taux sérique médian de MANF était de 4,844 [9,478] ng/ml chez les patients avec
un MM indolent et de 5,68 [6,85] ng/ml chez les patients avec un MM symptomatique (p=0,66).
Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les patients avec un MM a Ig
entiére, ceux avec un MM a chaines Iégeres et celui avec un MM non excrétant, avec un taux
respectivement de 5,5 [7,13] ng/ml, de 6,18 [3,91] ng/ml et de 13,62 [0] ng/ml (p=0,48). De
méme, il n’y avait pas non plus de différence significative selon les circonstances du dosage

(p=0,6) ni selon le traitement antérieur (p=0,72).

L’existence d’un ou plusieurs critéres « CRAB » ou la survenue d’une complication
spécifique du myélome au cours du suivi n’était pas associée de fagon significative avec le taux
mesuré de MANF. En particulier, les patients sans atteinte osseuse avaient un taux de 4,84
[7,55] ng/ml contre 5,68 [7,44] (p=0,50) chez les patients ayant au moins une atteinte osseuse.
MANF ne différait pas entre les patients avec un MM indolent initialement n’ayant pas
progressé au cours du suivi et au contraire ceux ayant évolué vers un MM symptomatique
(p=0,59). Il n’y avait pas de corrélation significative entre le taux sérique de MANF et la durée

de transformation en MM symptomatique (r?=0,073 selon Spearman avec p=0,48)

Nous avons recherché une corrélation entre le taux sérique de MANF et les paramétres

biologiques usuellement mesurés chez les patients avec un MM (Tableau 7). Seule une
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corrélation statistiquement significative avec le taux sérique de LDH a été mis en évidence mais

a un seuil trés faible (r<0,30 selon Spearman) chez I’ensemble des patients avec une

gammapathie monoclonale (r?=0,072 avec p=0,018). Cette corrélation probablement

stochastique était également retrouvée mais toujours a un seuil tres bas chez les patients du

groupe MM seul (r>=0,088 avec p=0,015). Enfin, le taux sérique de MANF n’était pas corrélé

avec le pic quantifié de protéine monoclonale méme en prenant en compte les 141 patients avec

gammapathie monoclonale.

Age 68
IMC 38
Créatinémie 60
Hémoglobinémie 62
LDH sérique 67
Albuminémie 62
CRP 60
p2microglobulinémie 68
Pic monoclonal 48
Infiltration plasmocytaire 40
Protéinurie des 24h 56

-0,22
0,0234
-0,001
-0,0701
0,088
-0,167
-0,061
0,0034
0,0012
-0,023
-0,045

p=0,085
p=0,45
p=0,51
p=0,17
p=0,015
p=0,92
p=0,70
p=0,60
p=0,31
p=0,99
p=0,83

Tableau 7. Corrélations entre MANF sérique et variables clinico-biologiques chez les patients avec

un myélome multiple

r? : coefficient de corrélation selon Spearman, taux de significativité p<0,05

Enfin, le taux sérique de MANF n’était pas associé de fagon significative aux critéres

pronostiques du MM dont le score ISS (Figure 6) ou a la réponse au traitement (Figure 7). Il

n’y avait pas non plus de variation selon le type de traitement regu avant ou apres le prélévement

sanguin. Il n’y avait non plus d’association significative avec la survie sans événement et la

survie globale.
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Figure 6. Concentration sérique de MANF (ng/ml) selon le score pronostique ISS chez les patients
avec un myélome multiple
ISS : International Staging System
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Figure 7. Concentration sérique de MANF (ng/ml) selon la réponse au traitement chez les patients
avec un myélome multiple

Pour augmenter la puissance, hous avons réuni sous 1’item « réponse compléte » les patients avec une réponse
compléte stringente et ceux avec une réponse compléte et sous I’item « partielle » les patients avec une trés bonne
partielle et ceux avec une réponse partielle.
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I\V) DISCUSSION

1. Fonctions et variations physiologigues de MANEF : un rble possible dans le
vieillissement

La structure de MANF et ses effets biologiques sont trés conservés entre les différentes
especes invertébrées (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans) (63,79,100,101) et
vertébrées (souris, rat, humain) (63,64,66,68,70,81,90), ce qui suggére une fonction
physiologique essentielle de ce facteur. Dans un premier temps, MANF présente un réle
important dans la restauration de I’homéostasie protéique cellulaire en cas de stress du RE. Il
possede notamment un motif CXXC similaire a celui de la protéine disulfure isomérase (PDI),
une chaperonne du RE qui catalyse le repliement correct des protéines par formation de ponts
disulfures (102). MANF pourrait diminuer le niveau de stress du RE en permettant directement
aux protéines malformées de retrouver une conformation adaptée (88,102,103). De plus, MANF
peut stabiliser la chaperonne BiP sous une configuration fixant I’ADP ce qui empécherait la
dissociation de BiP avec ses protéines « clientes » et favoriserait son activité de chaperonne
(104). Par ailleurs, MANF contribue aussi a la survie cellulaire par inhibition directe de facteurs
pro-apoptotiques comme Bax. L’extrémité C-terminale de MANF contient en effet un domaine
homologue au domaine SAP de Ku70 par lequel il peut lier et inhiber Bax (83,88,103). MANF
est aussi capable de moduler la réponse immune en inhibant d’une part le signal NF-kB
(80,91,93) et d’autre part en orientant les macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire
(87,105). MANF limiterait les dommages tissulaires en cas de réaction inflammatoire delétere
et aiderait a la réparation des tissus lIéses (80,91). Enfin, dans une thématique assez moderne,
MANF contrdlerait au niveau de 1’hypothalamus la réponse a ’insuline et aurait un impact sur
I’appétit et, des lors, sur la prise pondérale (106). Galli et al ont ainsi montré une augmentation
du taux plasmatique de MANF chez 40 volontaires humains agés de 22 a 77 ans ayant accepté
de suivre un jedn thérapeutique (300 a 400kcal/j) pendant une quinzaine de jours (67). Les taux
mesurés étaient inversement corrélés a ceux de I’adiponectine, une hormone impliquée entre

autres dans la régulation du métabolisme des lipides et des glucides (67).

L’homéostasie du métabolisme énergétique et la réponse inflammatoire sont deux
parametres clés du processus de vieillissement et sont au cceur de problématiques de recherches
actuelles (107). De facon intéressante, Sousa-Victor et al ont mis en évidence une baisse des
niveaux protéiques tissulaires de MANF avec 1’dge chez la mouche et la souris (69). Cette

diminution de MANF s’accompagnait d’un déclin des fonctions métaboliques intestinales chez
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la mouche et hépatiques chez la souris (69). Chez 1’étre humain, le taux sérique de la protéine
MANF diminuait significativement avec 1’age dans une cohorte de 60 sujets sains de sexe
exclusivement masculin (n=24, 4ge=21-40 ans ; n=26, age=41-69 ans ; n=10 age >60 ans)
(69). Dans notre analyse chez des sujets sains, nous avons également retrouvé une baisse
significative de MANF avec 1’age dans la population globale et dans le sous-groupe de femmes.
Une tendance a la baisse mais non significative était également mis en évidence chez les sujets
masculins. De plus, le taux de MANF était significativement plus élevé chez les hommes que
chez les femmes. Dans I’étude de Galli et al, le taux plasmatique de MANF ne variait pas de
fagon significative avec ’age (67). Le sexe n’avait pas été recherché comme possible facteur
confondant alors que 75% des sujets inclus étaient des femmes (67). Aucune corrélation avec
I'IMC n’a été mise en évidence dans notre étude comme dans les deux précédentes (67,69).
Cependant, aucune diminution selon le sexe n’était retrouvée dans les deux groupes de patients
MM et MGUS et cette observation pourrait étre liée au hasard. De plus, les habitudes
alimentaires semblent influencer les taux circulants de MANF (67). Il convient de garder en
mémoire que celles-ci peuvent étre parfois trés différentes selon le sexe, les tranches d’age et
les zones géographiques et pourraient expliquer, tout au moins en partie, les disparités des

niveaux dosés de MANF.

2. MANF comme biomarqueur de pathologies humaines : des premiéres études
gncourageantes

A la suite de 1’étude de Galli et al réalisée chez des enfants avec un diabéte de type 1 (66),
plusieurs équipes ont entrevu en MANF un possible biomarqueur dosable de 1’activation de
I’UPR pouvant aider a la prise en charge de certaines pathologies humaines médiées par le
stress du RE (70-72). Wu et al ont ainsi mesuré la concentration sériqgue de MANF chez 115
patients intolérants au glucose, 71 patients diabétiques et 71 témoins appariés selon 1’age, le
sexe et 'IMC. L’age moyen des 257 participants (n=147 femmes) était de 62+8 ans (extrémes
44-78). Les taux de MANF sérique étaient plus élevés chez les patients intolérants au glucose
et diabétiques (respectivement 2,89 +1,09 ng/ml et 3,03 +1,73 ng/ml) par rapport au groupe
contréle (2,13+1,37ng/ml, p<0,001) mais aucune différence significative n’était retrouvée entre
les deux groupes de patients (70). Du fait de I’appariement, la variation de MANF selon 1’age
et le sexe n’a pas ét¢ analysée. Les exemples se sont ensuite multipliés dans la littérature ces
deux derniéres années. La concentration sérique de MANF était ainsi presque deux fois plus

importante chez 30 patients (n=18 femmes) suivis pour une maladie de Parkinson d’age moyen
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de 74,4 (extrémes 48-87) ans par rapport a un groupe de témoins sains apparié¢s selon 1’age et
le sexe (10,2+8,6 ng/ml vs 5,0+4,0 ng/ml, p<0,001) (72). Aucune variation de MANF selon
I’age n’a été retrouvée tandis qu’une possible variation selon le sexe ne semble pas avoir été
étudiée (72). 1l est intéressant de notifier que les taux intracellulaires d’ARNm de MANF ont
été quantifiés par RT PCR dans les cellules circulantes du sang (i.e. globules blancs, plaquettes
et globules rouges) et n’étaient pas plus élevés chez les patients parkinsoniens (72). Enfin,
aucune différence n’¢était retrouvée entre les concentrations de MANF dans le sérum et celles
dans le plasma (résultats non publiés) (72). Plus récemment, Wang et al ont comparé le taux
MANF dans le sérum de 39 femmes et 20 hommes ayant une cardiopathie valvulaire nécessitant
une prise en charge chirurgicale (71). Parmi eux, 30 patients (n=17 femmes) avaient également
une FA. L’apoptose des myocytes atriaux a été évaluée dans chaque piece opératoire par la
technique TUNEL. Les niveaux sériques de MANF étaient ici plus bas chez les patients avec
une FA par rapport aux patients « contréle » (p<0,01, reésultats chiffrés non publiés). Les
caractéristiques d’age et de sexe n’étaient statistiquement pas différentes entre les deux groupes.
Le taux de MANF sérique était par ailleurs inversement corrélé avec le pourcentage de
myocytes apoptotiques (r2= -0,865 selon Spearman, p<0,001) laissant supposer que la baisse
de MANF pourrait étre a 1I’origine de la mort cellulaire accrue des cellules myocardiques atriales

(71).

3. MANF dans le myélome multiple: nos résultats

L’enthousiasme naissant autour de MANF nous a donc ameneés a 1’¢tudier dans le contexte
du MM, ce type de tumeur étant connu pour étre trés sécrétant et pour dépendre d’'une UPR
fonctionnelle. Les données de notre analyse bio-informatique obtenues a partir du NCI-60
suggeraient que MANF pourrait étre exprimé et hypothétiqguement sécrété par de nombreux
types de cellules cancéreuses. La lignée myélomateuse RPMI 8226 présentait notamment un
haut niveau d’expression d’ARNm de MANF, parfois nettement supérieur a ceux retrouvés
dans d’autres lignées de tumeurs solides et d’hémopathies malignes. De plus, ces résultats
confortent ceux de précédentes etudes ayant suggéré un lien étroit entre MANF et les voies de
I’UPR, plus particulierement ici avec la voie ATF6. En effet, tous tissus tumoraux confondus,
toutes les protéines de I’'UPR qui correlent avec I’expression transcriptionnelle de MANF sont
connues pour étre régulées par le facteur ATF6 (43). Il avait déja été montré que le promoteur
de MANF posséde une séquence ERSE II reconnue par les deux isoformes d’ATF6 (63,74).
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Dans un deuxieme temps, ’analyse sur lignées cellulaires a permis de confirmer que la lignée
RPMI 8226 exprime et sécrete la protéine MANF dans le milieu environnant de fagon
également plus importante que d’autres lignées tumorales de cancer solide. Néanmoins, a
contrario, une autre lignée myélomateuse de référence MML1.S exprime et sécréte peu ce

facteur.

Nous avons transposé nos résultats a un panel de patients avec une dyscrasie plasmocytaire
monoclonale dans le but de valider une utilisation clinique du dosage de MANF. Cependant,
nous n’avons pas mis en évidence de différence significative de taux sérique de MANF entre le
groupe MM et le groupe MGUS. Il semble tout de méme intéressant de souligner la grande
variabilité des taux dosés au sein de ces deux groupes. Cette hétérogénéité biologique peut étre
mise en parallele aux niveaux trés différents de sécrétion extracellulaire de MANF mesurés
entre les deux lignées myélomateuses in vitro. Ce d’autant plus qu’aucune variation selon le
sexe n’a été retrouvée dans les deux groupes MM et MGUS et que MANF ne variait pas de
fagon graduelle selon 1’4ge contrairement aux sujets sains. De fagon similaire, Steiner et al avait
mesuré des taux tres hétérogenes de la protéine BiP dans le sang périphérique et dans le sang
de moelle osseuse de patients atteints d’'un MM au diagnostic ou en rechute et de patients suivis
pour une MGUS sans mettre en evidence de différence significative entre ces deux groupes
(108). Le MM se distingue de pathologies comme le diabéte et le parkinsonisme par une
hétérogenéité de caractéristiques oncogénétiques et immunophénotypiques qui en font une
maladie complexe et composite (109,110). I1 avait été montré que les voies de I’'UPR ne sont
pas activees de facon similaire entre différentes lignées de cellules myélomateuses (39,44) et
également entre les patients MM (46). De plus, une possible participation de I’'UPR au « stade
MGUS » de la maladie myélomateuse a été peu explorée. Certains patients MGUS peuvent
présenter un pic monoclonal relativement élevé (par définition, jusque 30g/l) sans pour autant
répondre aux critéres diagnostiques du MM (6). Les plasmocytes alors impliqués pourraient
donc étre également soumis a un stress du RE responsable d’une sécrétion de MANF. Nous
n’avons cependant pas mis en évidence de corrélation entre le taux circulant de MANF et le pic

quantifi¢ d’Ig monoclonale chez les patients MM ni les patients MGUS.

Aussi, les taux mesurés chez nos patients pourraient-ils étre simplement le reflet d’une
sécrétion physiologique de MANF a I’état basal par divers types de cellules et de tissus non
tumoraux. Notre étude n’avait pas été pensée initialement pour comparer la concentration
sérique de MANF entre sujets sains et patients atteints d’une gammapathie monoclonale. En

effet, il s’agit d’une étude exploratoire et trés peu de données étaient disponibles dans la
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littérature sur les valeurs des taux sériques physiologiques de MANF chez ’'Homme a
I’initiation de ce projet. Par ce choix de réaliser un dosage dans une population considérée «
saine » de sujets ages de 20 ans a 80 ans, nous avons pu également montrer que le taux sérique
MANF variait en fonction de I’dge mais possiblement aussi en fonction du sexe, ces deux
facteurs n’ayant pas été systématiquement étudiés comme possibles facteurs confondants dans
les études antérieurement publiées (67,70,72). Nous n’avons pas mis en évidence de différence
significative entre patients avec une gammapathie monoclonale et sujets sains méme non
appariés. Les patients MM et MGUS étaient plus agés que les sujets sains (p<0,001) et on aurait
pu imaginer que les niveaux sériques de MANF auraient été plus bas chez ces patients. On peut
émettre ’hypothese qu’une partie du MANF sérique détecté chez les patients MGUS et MM

pourrait résulter tout de méme d’une sécrétion plasmocytaire pathologique.

4. Le dosage de MANF serait-il pertinent en pratigue clinique ?

Les résultats du dosage de MANF circulant précédemment obtenus chez des sujets humains
ayant une pathologie en lien avec une activation délétere de I’'UPR sont en cohérence avec ceux
obtenus in vitro (62,86,92) et chez I’animal (84,90,92). Ces données renforcent 1’hypothése
d’une participation de MANF dans la physiopathologie de ces maladies et laissent entrevoir la
possibilité d’utiliser ces propriétés cytoprotectives a des fins thérapeutiques. La question se
pose néanmoins de la pertinence du dosage de MANF en pratique courante pour la prise en
charge de ces patients. A partir de modéles murins de syndrome néphrotique et de nécrose
tubulaire aigue d’origine ischémique, Kim et son équipe avaient montré la présence de MANF
dans les urines en lien avec une activation de ’UPR (68). Sa détection précédait méme
I’apparition d’une protéinurie et de Iésions histologiques significatives (58). Le dosage urinaire
de MANF serait alors utile pour le diagnostic et la prise en charge thérapeutique des
néphropathies glomérulaires et tubulaires a un stade précoce (58). L’étude de Wu et al avait
montré une corrélation significative entre les taux sériqgues de MANF et des indices de
sensibilité a ’insuline uniquement dans le groupe de patients « pré-diabétiques » suggérant que
MANTF pourrait étre un facteur prédictif du risque d’évoluer vers un authentique diabete de type
2 (78). Enfin, le taux sérique de MANF corrélait avec une échelle d’évaluation de la
symptomatologie dépressive chez les patients parkinsoniens (72). Aucune corrélation avec
d’autres échelles cliniques validées comme IUPDRS (pour Unified Parkinson’s Disease

Rating Scale) n’était retrouvée. La dépression est considérée comme une des premiéres
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manifestations de la maladie de Parkinson mais n’est pas spécifique de cette pathologie (111).
Le dosage de MANF chez des patients souffrant de dépression pourrait étre étudié comme

possible marqueur prédictif d’évoluer vers une pathologie neurodégénérative.

Les résultats de notre étude n’ont pas permis de valider le dosage de MANF dans le sérum
de patients atteints d’'un MM comme facteur pronostique de sévérité de la maladie ni comme
marqueur prédictif de la réponse au traitement. De plus, le faible nombre de patients inclus dans
le groupe MGUS ne nous ont pas permis d’évaluer si le dosage de MANF pourrait étre un
marqueur du risque de développer a plus ou moins long terme un MM. Nous avons seulement
mis en évidence une corrélation trés faible et probablement liée au hasard avec le taux sérique
de LDH, un des marqueurs biologiques pronostiques du MM (8,112,113). Un rationnel
biologique présomptueux pourrait étre évoqué. Enzyme clé de la derniére étape de la glycolyse
anaérobie, la LDH catalyse la conversion du pyruvate en lactate pour assurer une production
d’ATP en cas d’hypoxie (114,115). Malgré un rendement énergétique plus faible que la
phosphorylation oxydative, les cellules cancéreuses puisent paradoxalement leur énergie
essentiellement a travers cette voie métabolique méme en présence d’oxygene. Ce phénomeéne
appelé « effet Warburg » ou « glycolyse aérobie » permettrait en partie aux cellules tumorales
de proliférer dans un microenvironnement plus hostile en étant moins dépendantes de I’oxygéne
(114-116). De facon intéressante, les taux eélevés de LDH mesurés dans de nombreux cancers
solides et hémopathies malignes ne seraient pas que le reflet de la masse tumorale mais
également celui de la réponse au stress du RE auquel sont soumises les cellules malignes. En
effet, il a été montré que la surexpression de la LDH dans des tissus mélaniques serait régulée

en amont par des acteurs majeurs de I’'UPR (117).

5. Limites de notre étude

Nos résultats doivent étre interprétés avec prudence car le nombre de sérums analysés
est relativement faible. En effet, nous avons réalisé un dosage de MANF a partir de tous les
sérums congelés a notre disposition uniquement au sein de la biobanque du CHU Amiens-
Picardie. Par conséquent, nous n’avons pas calculé un nombre de sujets nécessaires et notre
étude manque probablement de puissance statistique. Notre cohorte de patients MM était par
ailleurs trés hétérogene avec certains patients prélevés au diagnostic et pour d’autres au cours
du suivi ou apres rechute. De plus, comme nous ne disposions pas de sérums de sujets sains

agés de plus de 80 ans, les possibilités d’appariement avec les patients des groupes MM et
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MGUS étaient limitées. Enfin tous les antécédents des patients n’ont pas été collectés et il est
possible que la variabilité de MANF sérique observée soit en lien avec des pathologies non
encore identifiées. La méthodologie rétrospective sous-entend un biais lié aux données
cliniques et biologiques manquantes. Les criteres diagnostiques et pronostiques ont évolué ces
derniéres décennies mais nous nous sommes référés aux critéres de 'IMWG les plus récents
pour classer les patients (6,99). Enfin, peu d’éléments sont connus sur les ligands interagissant
avec ce facteur dans le milieu extracellulaire (79) et MANF pourrait étre plus accessible a un
dosage plasmatique sanguin. De méme, le MM est défini par une prolifération monoclonale
plasmocytaire principalement intramédullaire et la plasmocytose circulante dans le sang est
considérée comme limitée par définition en dehors des formes leucémisées (118). Le dosage de
MANF dans le plasma médullaire, par ponction-aspiration sternale ou iliaque, pourrait donc

étre plus opportun, idéalement dans une cohorte de patients MM plus homogeéne.

6. Perspectives
Le dosage de MANF comme biomarqueur ne peut étre envisagé sans une détermination

préalable et fiable de valeurs physiologiques référentielles chez I’'Homme. Ce projet
nécessiterait la réalisation d’une étude multicentrique de grand effectif avec I’intégration et le
contrble de nombreux facteurs confondants possibles aussi bien physiologiques que
pathologiques, dont certains sont probablement encore méconnus. La poursuite des travaux de
recherche fondamentale et sur des cohortes de patients est également indispensable si on
envisage le développement de thérapeutiques ciblant MANF. Certaines zones d’ombre autour
des mécanismes moléculaires impliquées dans I’activité de ce facteur restent a éclaircir dont la
nature du/des récepteur(s) et voie(s) de signalisation cellulaire(s) permettant ses fonctions
biologiques. Il serait également intéressant de comprendre la finalité d’une expression et d’une
sécrétion de MANF par certaines lignées tumorales et d’étudier plus précisément son réle dans
la tumorigéneése. Liu et al ont récemment suggéré que MANF pourrait agir comme un facteur
suppresseur de tumeur par son action inhibitrice sur le signal NF-kB (93). Il limiterait I’invasion
tumorale dans le CHC en empéchant la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules
cancéreuses (93). Enfin, pour aller plus loin, I’'impact d’une modification diététique prolongée
par un jeln sur les niveaux circulants de MANF et la réponse hypothalamique a I’insuline fait
écho a des travaux récents sur le microbiome humain (119). Un déséquilibre de la flore

microbienne intestinale, induit en outre par une alimentation trop riche, est responsable d’une
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dérégulation de la réponse inflammatoire et participe au développement de nombreuses
pathologies auto-immunes et tumorales. Coleman et al ont ainsi montré une possible interaction

entre dysbiose intestinale, stress du RE et activation de I’'UPR (120)

V) CONCLUSION

Notre étude n’a pas permis de valider MANF comme biomarqueur circulant d’intérét chez
les patients atteints d'un MM. Néanmoins, nos données invitent a la réalisation d’études
complémentaires pour préciser les mécanismes de sa régulation et son rdle physiopathologique

dans le cancer.

De plus, malgré les progres thérapeutiques de ces dernieres années, I’émergence de
résistance aux agents anti-myélomateux, notamment aux IP de premieres et nouvelles
générations, demeure un véritable défi pour les chercheurs. D’apreés I’étude récente de Zhuang
et al (121), cibler ’'UPR reste une piste prometteuse. L’identification de biomarqueurs de la
proteostase des cellules myelomateuses pourrait étre une aide supplémentaire pour la prise en

charge des patients en rechute et/ou refractaire.
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Annexes

MGUS a IgG ou IgA

-Absence de signe clinique et de signe d'amylose (aucun critére
« MDES »)

et

-Présence d’un pic monoclonal sérique IgG ou IgA <30 g/L

et

-Plasmocytose médullaire clonale < 10%

Myélome multiple
indolent

-Absence de signe clinique de myélome et de signe d'amylose
(aucun critére « MDES »)

et

-Pic Ig G ou Ig A> 30 g/L ou protéine monoclonale urinaire >
500 mg / 24 heures et/ou plasmocytose médullaire comprise
entre 10 et 60%

Myélome multiple

symptomatique

Plasmocytose medullaire clonale > 10% (ou plasmocytome
0sseux ou extramédullaire prouve a la biopsie) et au moins un
des criteres suivants reliés au MM (« Myeloma-Defining
Events » ou MDES) :
-présence d'une ou plusieurs atteinte(s) d’organe (critéres
CRAB) attribuable(s) a la prolifération plasmocytaire :
e hyperCalcémie: > 2,75 mmol/L (110 mg/L) ou > 0,25 mmol/L au-
dessus des valeurs normales
e insuffisance Rénale: créatininémie > 173 mmol/L (> 20 mg/L) ou
clairance de la créatinine < 40 mL/min
e  Anémie: hémoglobine < 10 g/dL ou au moins 2g/dL en dessous de
la limite inférieure de la normale
e lésions osseuses (« Bone disease »): une ou plusieurs lésions
ostéolytiques a I’imagerie (radiographie, CT, PET scan)
-présence d’une ou plusieurs biomarqueurs de malignité :
e plasmocytose médullaire clonale > 60%
e rapport chaines légéres libres (FLC) impliquées/non impliquées >
100 (mais il faut que le taux de FLC soit > 100 mg/L)
e >1 lésion focale a I'lRM (de diamétre > 5 mm)

Annexe A. Criteres diagnostiques du myélome multiple et de la MGUS selon PIMWG (7)
MDEs : Myeloma-Defining Events, MGUS : Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance
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Facteurs

Survie médiane

pronostiques Critéres (mois)
Score ISS
I B2m <3,5 mg/l et Albumine >35 g/l 62
I B2m entre 3,5 et 5,5 mg/l ou Albumine <35 g/l 44
Il B2m>5mg/1 29
AC par FiSH
Haut risque del(17p) et/ou t(4 ;14) et/ou t(14 ;16) 24,5
Risque standard absence d’AC a haut risque 50,5

LDH

Normale LDH sérique < limite supérieure normale
Elevée LDH serique > limite supérieure normale
R-ISS

ISS I et AC de risque standard et LDH normale
ni R-ISS I ni R-ISS 111

ISS 111 et

soit AC de haut risque

soit LDH élevée

Annexe B. Facteurs de risque standard du myelome multiple et Revised-1SS (7)
S2m : béta-2microglobuline, ISS : International Staging System, AC : anomalies chromosomiques, LDH: lactacte
déshydrogénase
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Réponse complete (RC)

-immunofixation sérique et urinaire négatives

et

-disparition des plasmocytomes des tissus mous

et

-plasmocytose médullaire < 5%

(en cas de maladie uniquement mesurable par le taux des CLL : ratio CLL kappa/CLL lambda normal (0,26-1,65) en complément des
autres critéres)

Réponse compleéte stringente
(RCs)

-réponse compléte telle que définie ci-dessus

et

-ratio CLL kappa/CLL lambda normal

et

-absence de cellules clonales dans la moelle osseuse en immunohistochimie ou immunofluorescence (par cytométrie en flux)

Treés bonne réponse partielle
(TBRP)

-composant monoclonal détectable dans le sang ou dans les urines en immunofixation mais pas a I’électrophorése

ou

-réduction > 90 % du composant monoclonal sérique et composant monoclonal urinaire < 100 mg/24h

(en cas de maladie uniquement mesurable par le taux sérique des CLL : réduction de plus de 90 % de la différence entre la CLL impliquée
et la CLL non impliquée (dCLL))

Réponse partielle (RP)

réduction >50 % du composant monoclonal sérique et réduction du composant monoclonal urinaire >90 % ou < 200 mg/24h

(si le composant monoclonal n’est pas mesurable dans le sang ou dans les urines : réduction d’au moins 50 % de la dCLL

si le composant monoclonal 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 (MS)

absence des critéres de RC, TBRP, RP et de maladie progressive

Maladie progressive (MP)

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, I’augmentation doit étre d’au moins 5 g/L)

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

-chez les patients dont le composant monoclonal n’est pas mesurable dans le sang ou dans les urines (et uniquement chez ces patients) :
augmentation de la dCLL d’au moins 100 mg/L

-plasmocytose médullaire (en valeur absolue, le pourcentage doit étre d’au moins 10 %) et/ou apparition de lésions osseuses ou de
plasmocytomes des tissus mous ou augmentation de taille des lésions osseuses ou des plasmocytomes existants et/ou apparition d’une
hypercalcémie (calcémie sérique corrigée > 2,65 mmol/L) liée au myélome

Annexe C. Criteres IMWG de réponse au traitement du myélome multiple (99)
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Rechute clinique

Au moins un des criteres suivants :

-apparition de nouveau(x) plasmocytomes des tissus mous ou de Iésion(s)
0sseuse(s)

-augmentation de taille > 50% (et >1cm) de plasmocytome(s) des tissus
mous ou de lésion(s) osseuse(s) pré-existantes

-hypercalcémie (>11mg/dL)

-diminution de ’Hb >2g/dL (non attribuable au traitement ni a d’autres
étiologies indépendantes du myélome)

-¢lévation de la créatinémie >2mg/dL par rapport au début du traitement
et attribuable au myélome

-hyperviscosité secondaire a la paraprotéine sérique

Rechute apres

réponse complete

- apparition d’au moins un signe de rechute décrit ci-dessus

et/ou

-réapparition du pic monoclonal sérique ou urinaire sur 1’électrophorése
ou I’'immunofixation

et/ou

-apparition d’une plasmocytose >5% dans la moelle osseuse

Annexe D. Criteres IMWG de réponse au traitement du myelome multiple (99)
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ANALYSE DU MESENCEPHALIC ASTROCYTE-DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR
(MANF) DANS LE CONTEXTE DU MYELOME MULTIPLE

Résumé

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par la prolifération clonale de
plasmocytes sécrétant une paraprotéine. A Dinstar d’autres maladies médiées par le stress du réticulum
endoplasmique (RE), I’unfolded protein response (UPR) a un role clé dans la pathogénése du MM. Nous avons
exploré la possibilité d’utiliser mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor (MANF), protéine ubiquitaire
sécrétée lors d’un stress du RE, comme biomarqueur dans le MM. Selon le National Cancer Institute-60, la lignée
myélomateuse RPMI 8226 est une des lignées tumorales exprimant le plus ’ARNm de MANF. In vitro, elle
exprime et sécréte la protéine MANF de facon significativement plus importante que d’autres lignées de MM
(MML.S) et de tumeurs solides. Le taux sérique médian de MANF était de 4,81 [3,237] ng/ml chez 73 patients
avec une gammapathie monoclonale de signification indéterminée et de 5,615 [7,595] ng/ml chez 68 patients avec
un MM non appariés (p=0,23). Aucune différence significative n’était retrouvée par rapport a une population de
sujets sains (30 femmes et 30 hommes) agés de 20 a 80 ans. Chez les sujets sains, la concentration médiane sérique
de MANF diminuait de fagon significative avec 1’age (p=0,0077) et était plus élevée chez les hommes (4,84 [3,02]
ng/ml versus 8,96 [7,49] ng/ml, p=0,028). Notre étude n’a pas permis de valider MANF comme biomarqueur
d’intérét chez les patients atteints d’un MM mais invite a explorer son implication possible dans la tumorigénése.
Des études complémentaires sont également nécessaires pour preéciser les facteurs physiologiques influencant le
taux circulant de MANF chez I’Homme.

Mots clés : myélome multiple, mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor, unfolded protein response,
cancer, biomarqueur

ANALYSIS OF MESENCEPHALIC ASTROCYTE-DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR
(MANF) IN MULTIPLE MYELOMA

Abstract

Multiple myeloma (MM) is a malignant hemopathy characterized by the clonal proliferation of plasma cells
secreting a paraprotein. Like other stress-mediated endoplasmic reticulum (ER) diseases, the unfolded protein
response (UPR) has a key role in the pathogenesis of MM. The present study explored the possibility of using
mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor (MANF), a ubiquitous protein secreted during ER stress, as
a biomarker in MM. According to the National Cancer Institute-60, the myeloma line RPMI 8226 is one of the
tumor lines that most expresses the mRNA of MANF. In vitro, it expresses and secretes the MANF protein
significantly more than other lines of MM (MML.S) and solid tumors. The median serum MANF level was 4.81
[3.237] ng / ml in 73 patients with monoclonal gammopathy of undetermined significance and 5.615 [7.595] ng /
ml in 68 patients with unpaired MM (p = 0.23). No significant difference was found compared to a population of
healthy subjects (30 women and 30 men) aged 20 to 80 years. In healthy subjects, the median serum MANF
concentration decreased significantly with age (p = 0.0077) and was higher in men (4.84 [3.02] ng / ml versus 8.96
[7.49] ng / ml, p = 0.028). Our study did not validate MANF as a biomarker of interest in patients with MM but
calls for analyzing its potential implication in tumorigenesis. Further studies may also clarify the physiological
factors that influence the circulating level of MANF in humans.

Key words: multiple myeloma, mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor, unfolded protein response,
cancer, biomarker
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