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I. Introduction 

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne caractérisée par une prolifération 

clonale de plasmocytes malins dans la moelle osseuse (Leleu et al, 2006). Les manifestations 

cliniques et les complications de la maladie sont très variables d’un patient à l’autre. Certains 

patients sont asymptomatiques alors que d’autres développent des atteintes osseuses, compliquées 

de tassements vertébraux, de fractures pathologiques,… L’évolution des patients atteints de 

myélome est très hétérogène avec des survies allant de quelques mois à plus de 10 ans. 

Parallèlement à l’hétérogénéité clinique, il existe une grande hétérogénéité biologique. Sous un 

aspect morphologique homogène, les plasmocytes malins sécrètent des protéines monoclonales 

différentes d’un patient à l’autre (immunoglobulines complètes, chaînes légères libres,…). Par 

ailleurs, si tous les plasmocytes présentent des anomalies chromosomiques quantitatives et 

structurales, leur répartition est très variable d’un patient à l’autre (Avet-Loiseau 2007). 

L’identification de nouvelles catégories diagnostiques et pronostiques permettant de mieux 

appréhender le problème de l'hétérogénéité des tumeurs constitue un enjeu majeur dans la prise 

en charge thérapeutique des cancers. 

 

Depuis plus de 30 ans, des études ont été menées pour essayer d’identifier des facteurs 

pronostiques permettant de prédire l’évolution des patients (San Miguel et al, 2005). De 

nombreux facteurs pronostiques ont été décrits, certains sont liés aux caractéristiques des 

patients, d’autres reflètent la masse tumorale ou sont liés à des caractéristiques du clone tumoral. 

Cependant, malgré le nombre important de facteurs pronostiques décrits, peu d’entre eux sont 

utilisés en pratique clinique et l’impact sur la prise en charge des patients est minime. Les 

marqueurs servent principalement à classer les patients en groupes de risques différents, 

permettant ainsi de comparer les résultats d’essais cliniques. Ils ne sont pas pris en compte dans 

les décisions thérapeutiques.  

 

Les progrès des analyses génétiques ont permis depuis quelques années d’améliorer 

considérablement les connaissances de la physiopathologie du myélome et des mécanismes de 

transformation maligne. Les études cytogénétiques ont été longtemps difficiles, compte tenu de la 

faible prolifération des plasmocytes malins. Le développement des techniques d’hybridation in 

situ en fluorescence (FISH) sur cellules interphasiques a rendu possible l’analyse de cellules 
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plasmocytaires non proliférantes. Par FISH, des anomalies chromosomiques quantitatives et 

structurales sont été identifiées dans plus de 90 % des myélomes (Decaux et al, 2007). Ces études 

ont permis de décrire les anomalies chromosomiques les plus fréquemment rencontrées dans le 

myélome. Les plus fréquentes sont les translocations impliquant le locus 14q32 (notamment le 

gène des chaînes lourdes d’immunoglobulines), l’hyperdiploïdie et la délétion du bras long du 

chromosome 13. Certaines anomalies chromosomiques sont des facteurs pronostiques très 

puissants. Cependant, les analyses par FISH sont limitées à quelques paramètres par analyse. 

 

De développement récent, les techniques de génomique (dites de « puces à ADN ») permettent 

une analyse globale au niveau de l’ADN ou de l’ARN. Les premières puces à ADN ont été 

décrites il y a plus de dix ans (Schena et al, 1995; Schena et al, 1996). Le but était de mesurer 

chez l’homme l’expression simultanée d’un grand nombre de gènes, voire de l’ensemble des 

gènes contenus dans le génome. Historiquement, cette approche dite : « à haut débit » consistait à 

analyser des profils d’expression génique et à les corréler à des processus biologiques afin de 

définir des signatures d’expression. Cette approche qualifiée de génomique fonctionnelle a été 

utilisée avec succès en cancérologie (Alizadeh et al, 2000; van 't Veer et al, 2002; Tonon et al, 

2005). Elle a permis d’améliorer la classification des tumeurs, d’étudier les voies d’oncogenèse, 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et de prédire la survie des patients. Ces techniques 

d’études des profils d'expression génique ont été développées dans notre unité depuis le début des 

années 2000. L’objectif principal de nos travaux était de développer des marqueurs moléculaires 

prédictifs dans le myélome, applicables en clinique. Nos travaux ont été menés en plusieurs 

étapes : 

 

1) Le but de notre première étude était de rechercher si l’hétérogénéité clinique et biologique du 

myélome était associée à une hétérogénéité moléculaire. Cette étude a été la première à 

démontrer, dans le myélome, l’existence de corrélations entre des caractéristiques biocliniques et 

des signatures d’expression génique. Elle a également permis de fournir une explication quant à 

la gravité accrue de sous types biologiques de myélome (myélome à IgA, myélome sécrétant une 

chaîne légère est kappa avec atteinte osseuse). Par ailleurs, cette étude nous a permis de vérifier 

la faisabilité d’études de génomique à grande échelle à partir de prélèvements multicentriques. 
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2) Pour notre deuxième étude, nous disposions de données évolutives des patients avec un recul 

suffisant pour étudier la corrélation des données de profils d'expression génique avec la survie. 

Le but de cette étude était de développer un prédicteur moléculaire de la survie dans le myélome. 

Nous avons identifié un groupe de 15 gènes dont l’expression était associée à la survie. Un score 

prédictif résumant l’expression de ces 15 gènes a été établi.  

 

3) Notre troisième étude était plus « fondamentale ». Avec l’arrivée de nouvelles drogues 

(thalidomide, bortezomib, lenalidomide), la survie des patients atteints de myélome a augmenté 

au cours des dix dernières années. De ce fait, la prédiction de la survie devient un objectif 

difficile à atteindre car nécessitant un suivi très prolongé des cohortes de patients. La réponse au 

traitement étant corrélée à la survie, un objectif alternatif est d’essayer de prédire la réponse ou la 

non réponse aux traitements. L’identification précoce des patients non répondeurs permettrait une 

prise en charge thérapeutique individualisée. Une des possibilités est d’étudier la réponse 

traitement par traitement. Nous avons décidé d’étudier la réponse à la combinaison bortezomib-

dexamethasone qui devrait devenir le traitement d’induction de référence des patients éligibles 

pour une autogreffe. Lorsque nous avons débuté ce travail, nous ne disposions pas de données 

évolutives suffisantes chez les patients. Nous avons donc mené un travail préliminaire sur des 

lignées de myélome pour observer les changements de profils d'expression génique induits par 

l’exposition des cellules à l’association bortezomib-dexamethasone. Ce travail nous a permis 

d’identifier plusieurs gènes dont l’expression est dérégulée par le traitement. Nous avons 

démontré que l’inhibition de la voie mTOR via l’expression d’un de ces gènes (REDD1) est un 

mécanisme potentiel de résistance à l’association bortezomib-dexamethasone. Des études chez 

les patients sont nécessaires et prévues. 

 

Depuis quelques années, des techniques d’analyse de l’ADN ont été développées permettant la 

description des variations du nombre de copies d’ADN. Les premiers résultats démontrent que 

ces techniques permettent d’identifier de nouvelles anomalies chromosomiques ayant un impact 

pronostique sur la survie des patients (Avet-Loiseau et al, 2009).  

 

Les techniques de génomique sont maintenant arrivées à maturité. L’enjeu est maintenant le 

transfert de ces résultats de recherche en pratique clinique quotidienne. Les différents obstacles 
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techniques initiaux ont été surmontés. La standardisation des différentes étapes garantit 

maintenant une fiabilité et une reproductibilité des résultats. Cependant, le transfert de ces 

techniques en clinique nécessite un processus rigoureux comparable à celui exigé pour le 

développement de nouvelles drogues.  
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II. Généralités sur le myélome multiple 

II.1 Epidémiologie du myélome multiple 

Le MM est la deuxième hémopathie maligne (après les lymphomes). Il représente environ 15% 

des hémopathies malignes et 1% des cancers. En France, le MM est responsable de 2% de la 

mortalité par cancer (tous cancers confondus). Son incidence est de 5-6/100 000 habitants, et 

environ 3 000 nouveaux cas de MM sont diagnostiqués chaque année en France (Leleu et al, 

2006). L’incidence est similaire dans tous les pays développés.  

 

La répartition entre les sexes montre une légère prédominance masculine (Cartwright et al, 2002). 

La médiane d’âge au moment du diagnostic se situe aux alentours de 70 ans, avec un pic entre 65 

– 70 ans. Compte tenu du vieillissement de la population dans les pays développés, le nombre des 

MM devrait augmenter régulièrement.  

 

Les facteurs favorisant la maladie sont encore mal connus. La prédisposition de la population 

noire américaine est le seul facteur de risque reconnu avec certitude (Benjamin et al, 2003). Les 

études américaines et japonaises ont rapporté une incidence plus élevée de MM dans la 

population exposée aux radiations ionisantes (Shimizu et al, 1990). D’autres facteurs comme les 

pesticides, le benzène, les solvants organiques, les dérivés du pétrole ou l’obésité ont été évoqués. 

Néanmoins, leur réel impact reste discutable (Kyle et al, 2007). 

 

II.2 Critères diagnostiques du myélome  

Le myélome est souvent précédé par une gammapathie monoclonale de signification 

indéterminée ou (MGUS pour monoclonal gammopathy of undetermined significance) ou un 

myélome indolent (SMM pour smoldering myeloma). MGUS et SMM sont deux stades précoces 

de la maladie, asymptomatiques et ne nécessitent aucun traitement (IMWG 2003). Une 

surveillance clinique et biologique régulière est nécessaire car MGUS et SMM peuvent évoluer 

vers un MM symptomatique (Kyle et al, 2002; Kyle et al, 2007). 
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II.2.1 Gammapathies monoclonales de signification indéterminée 

Les MGUS correspondent à plus de 50 % des cas de gammapathies monoclonales (Kyle et al, 

2006; Decaux et al, 2007), et leur fréquence dans la population générale est estimée à 3 % chez 

les adultes de plus de 50 ans (Kyle et al, 2006). Une MGUS est définie comme une gammapathie 

monoclonale sans aucun signe clinique ou biologique de myélome, de maladie de Waldenström, 

d’amylose ou d’une autre hémopathie maligne. Les critères diagnostiques initialement définis par 

Kyle (Kyle 1978) étaient principalement biologiques :  

- taux du composant monoclonal inférieur à 30 g/l (quelque soit le type 

d'immunoglobuline monoclonale) 

- calcémie et créatininémie normales  

- protéinurie de Bence-Jones négative ou inférieure à 1 g/24 heures 

- plasmocytose médullaire inférieure à 10 % 

- absence de lésions osseuses sur les radiologies standard (crâne, humérus, rachis 

dorsal et lombaire, bassin, fémurs) 

- suivi évolutif supérieur à 1 an 

Lorsque le patient est asymptomatique et que le taux de composant monoclonal est inférieur à 15 

g/l, le myélogramme et les radiographies osseuses ne sont pas indispensables (Blade 2006). 

 

Les MGUS correspondent à de véritables états prétumoraux pouvant évoluer vers une 

hémopathie maligne. Le potentiel évolutif des MGUS a été parfaitement identifié par Kyle dès 

1978 (Kyle 1978). Il a décrit l’évolution d’une cohorte de 241 patients avec un suivi de plus de 5 

ans et observé 11% d’évolution vers une hémopathie maligne. Afin de confirmer ces données, 

Kyle a étudié rétrospectivement une cohorte de 1384 patients suivis pour une MGUS (Kyle et al, 

2002). Avec une  durée médiane de suivi de 15,4 ans, 115 patients (8 %) ont développé une 

hémopathie maligne. Le risque actuariel de transformation maligne était estimé dans cette 

population à environ 1% par an. Il persistait avec le temps. Le risque relatif de développer un 

myélome était estimé à 25, une maladie de Waldenström à 46, une amylose à 8,4 et un lymphome 

malin non hodgkinien à 2,4. Pour les MGUS IgG et IgA, le principal risque évolutif est le 

myélome multiple. Par ailleurs, deux études récentes ont démontré que plus de 90% des 

myélomes sont précédés par une MGUS (Landgren et al, 2009; Weiss et al, 2009). 
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II.2.2 Myélome indolent ou asymptomatique 

Le SMM ou myélome asymptomatique est un myélome qui ne s’accompagne d’aucune 

complication clinique ou biologique (IMWG 2003). Il correspond à environ 15% des MM. Le 

SMM représente un stade intermédiaire entre MGUS et MM symptomatique. Les SMM doivent 

être distingués des MGUS car ils ont un risque d’évolution vers un MM symptomatique plus 

important. Kyle a décrit le suivi rétrospectif d’une cohorte de 276 patients ayant un SMM 

répondant aux critères définis par le Groupe International d’étude du Myélome (Kyle et al, 2007). 

La durée médiane de suivi était de 6,1 ans (0 – 29 ans). Pendant cette période, 158 (57%) des 

patients ont évolué vers un myélome symptomatique et 5 (2%) ont développé une amylose. Le 

risque actuariel de progression vers un myélome symptomatique ou une amylose était estimé à 

10% par an pendant les 5 premières années, puis diminuait avec le temps. Il était estimé à 72% à 

20 ans. Le risque relatif de développer un myélome symptomatique ou une amylose était estimé 

respectivement à 522 et 50 par rapport à la population générale. 

 

II.2.3 Myélome multiple symptomatique 

Le MM s’accompagne fréquemment d’un envahissement des structures osseuses responsables de 

douleurs osseuses, de tassements vertébraux, de fractures pathologiques et d’une hypercalcémie, 

de cytopénies (Kyle et al, 2004). Parfois, le clone plasmocytaire envahit d’autres organes donnant 

des manifestations systémiques. Le clone plasmocytaire produit une protéine monoclonale 

correspondant, soit à une immunoglobuline monoclonale intacte, soit à l’un de ses fragments. Ce 

composant monoclonal peut être responsable d’insuffisance rénale aigüe par toxicité des chaînes 

légères libres d’immunoglobulines ou d’un syndrome d’hyperviscosité. Les myélomes à 

immunoglobuline intacte sont les plus fréquents (80 % environ). L’isotype est IgG dans 56% des 

cas, IgA dans 26% et plus rarement IgD, E ou encore M. Dans environ 20% des cas, le 

composant monoclonal est une chaîne légère (myélome multiple à chaînes légères). Rarement, le 

clone plasmocytaire ne sécrète aucun composant monoclonal, on parle alors de MM non secrétant 

(2-3% des cas) (Kyle et al, 2003). Les manifestations cliniques et biologiques les plus fréquentes 

observées dans une cohorte rétrospective de 1 027 patients sont résumées dans le tableau 1.  
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Tableau 1 : Manifestations cliniques et biologiques au diagnostic de myélome dans une cohorte de 
1 027 patients  (d'après (Kyle et al, 2003)). 

 

II.2.4  Critères diagnostiques définis par le Groupe International d’étude 

du myélome  

Le diagnostic de MM est basé sur la mise en évidence d’une protéine monoclonale dans le sang 

ou dans les urines, d’une infiltration plasmocytaire médullaire et de complications cliniques ou 

biologiques. La distinction entre MGUS, SMM et myélome est parfois difficile, notamment en 

l’absence de manifestations cliniques. Les critères diagnostiques de MM communément admis 

étaient ceux du SWOG. Ils étaient basés sur la plasmocytose médullaire, le taux du composant 

monoclonal sérique ou urinaire, le taux des immunoglobulines polyclonales et les radiographies 

osseuses. Une nouvelle classification a été proposée en 2003 par le Groupe International d’étude 

du Myélome (IMWG pour International Myeloma Working Group) (IMWG 2003) et permet de 

simplifier la distinction entre MGUS, SMM et MM (tableau 2). Elle fait appel à la plasmocytose 

médullaire, au taux de composant monoclonal sérique et à l’existence d’atteintes organiques 

(anémie < 10 g/dL, insuffisance rénale avec créatininémie > 173 µmol/L, hypercalcémie > 2,75 

mmol/L, lésions osseuses lytiques, tassements vertébraux, amylose, infections répétées,…). 

MGUS et SMM sont asymptomatiques et ne s’accompagnent d’aucune atteinte organique. Leur 
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distinction est biologique, basée sur le taux du pic d’immunoglobuline et sur la plasmocytose 

médullaire. 

- Les MGUS sont définies par un taux de composant monoclonal inférieur à 30 g/l et une 

plasmocytose médullaire inférieure à 10%.  

- Le diagnostic de SMM est retenu si le taux du composant monoclonal est supérieur à 30 

g/l et/ou si la plasmocytose médullaire est supérieure à 10 %.  

- Le diagnostic de MM symptomatique est retenu lorsque la plasmocytose médullaire est 

supérieure à 10% et qu’il existe des complications (anémie, insuffisance rénale, 

hypercalcémie, lésions osseuses, infections bactériennes à répétition,), quelque soit le taux 

du composant monoclonal.  

 

 MGUS SMM MM symptomatique 

Taux du composant 
monoclonal  

<30 g/l  >30 g/l  Pas de valeur seuil 

Plasmocytose médullaire <10% >10% > 10% 

Atteinte organique* - - + 

 
Absence d’arguments clinique 

et biologique pour une 
hémopathie maligne B 

  

 Tous les critères nécessaires Un seul critère nécessaire  

 

*Atteinte organique 

Hypercalcémie >0,25 mmol/l par rapport à normale 

 >2,75 mmol/l 

Insuffisance rénale Créatininémie >173 mmol/l 

Anémie Hémoglobine <2 g/dl par rapport à normale 

 Hémoglobine <10 g/dl 

Lésions osseuses Lacunes osseuses 

 Ostéoporose avec fracture pathologique compressive 

Autres Syndrome d’hyperviscosité 

 Amylose 

 
Infection bactérienne à répétition 
(>2 épisodes en 12 mois) 

  

Tableau 2 : Résumé des critères diagnostiques définis par le Groupe International d’Etude du 
Myélome (d’après (IMWG 2003)). 
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II.3 Traitement du myélome multiple. 

Pendant des décennies, les médicaments actifs contre le MM se résumaient aux agents alkylants 

(melphalan) et à la corticothérapie à fortes doses. Jusqu’à la fin des années 1990, il n’y eut aucun 

progrès significatif avant l’avènement de l’intensification thérapeutique suivie d’autogreffe. Plus 

récemment, l’arrivée de nouvelles molécules a considérablement modifié le paysage du 

traitement du myélome.  

 

C’est en 1969 qu’Alexanian (Alexanian et al, 1969) a décrit le protocole associant melphalan 

(0,25 mg/kg/j pendant 4 jours) - prednisone (2 mg/kg/jour pendant 4 jours) par cycles de 6 

semaines (MP). Plusieurs schémas de polychimiothérapie ont été, depuis, proposés. Une méta-

analyse publiée en 1998 a repris 27 essais randomisés (6 633 patients) comparant des protocoles 

de polychimiothérapie au MP (Myeloma Trialists' Collaborative Group 1998). Le taux de réponse 

était meilleur avec la polychimiothérapie (60,2% contre 53,2%) mais la survie n’était pas 

améliorée par la polychimiothérapie (survie à 5 ans 24,4% contre 23%). Ainsi, le protocole MP 

est resté pendant plusieurs décennies le traitement de référence du myélome multiple 

particulièrement chez les patients de plus de 65 ans.  

Chez les patients plus jeunes, le traitement intensif par fortes doses de melphalan a été proposé 

pour la première fois en 1973 (Shibata et al, 1973). Dix ans plus tard, McElwain (McElwain et al, 

1983) a publié la première série de patients (8 cas de myélome et 1 cas de leucémie à 

plasmocytes) traités par de fortes doses de melphalan par voie intraveineuse. Il a observé trois 

réponses complètes et une survie prolongée chez ces patients réfractaires à la chimiothérapie 

conventionnelle. D'autres auteurs ont confirmé l'obtention de réponse après fortes doses de 

melphalan chez des patients réfractaires ou en rechute après traitement conventionnel (Barlogie et 

al, 1988; Lokhorst et al, 1992). La toxicité était essentiellement hématologique avec des durées 

de neutropénie variant de 24 à 36 jours. Pour pallier à cette toxicité hématologique, il a été 

rapidement envisagé d'associer au traitement par fortes doses de melphalan la réinjection de 

cellules souches hématopoïétiques autologues. Barlogie a rapporté successivement en 1986 et 

1987 les premiers cas de traitement intensif avec autogreffe de moelle chez des patients traités 

par respectivement melphalan seul (Barlogie et al, 1986), puis melphalan en association à une 

irradiation corporelle totale (Barlogie et al, 1987). Le traitement intensif associé à une autogreffe 
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de cellules souches a définitivement prouvé sa supériorité par rapport à la polychimiothérapie en 

1996 (Attal et al, 1996). Le protocole VAD (vincristine, doxorubicine, dexamethasone) décrit en 

1984 (Barlogie et al, 1984) est rapidement devenu le traitement d’induction de référence avant 

intensification.  

Depuis 1998, le paysage thérapeutique s’est enrichi de trois nouveaux traitements participant au 

net allongement de l’espérance de vie des patients. Ces trois médicaments sont le thalidomide, le 

bortezomib (ou Velcade®) et le lenalidomide (ou Revlimid®) analogue du thalidomide avec un 

profil de toxicité différent. Ces 3 traitements contribuent à améliorer la prise en charge des 

patients à la fois dans les situations de rechutes mais également en première ligne. Ils ont d’ores 

et déjà bouleversé la prise en charge thérapeutique du MM. Leur efficacité en situation de 

rechute, initialement en monothérapie ou plus généralement en association avec la 

dexamethasone, est définitivement démontrée et s’accompagne pour les patients non seulement 

d’un gain en survie sans progression mais également d’une amélioration de la survie globale 

(Barlogie et al, 2001; Yakoub-Agha et al, 2002; Richardson et al, 2003; Rajkumar et al, 2005; 

Richardson et al, 2005; Dimopoulos et al, 2007; Weber et al, 2007). Ce bénéfice n’est pas obtenu 

au prix d’une toxicité démesurée et ces résultats ouvrent la voie vers des possibilités 

d’associations multiples avec les agents de chimiothérapie et/ou de ces nouvelles molécules entre 

elles. Des associations incluant un ou plusieurs de ces nouveaux traitements ont été proposées et 

testées en première ligne.  

 

II.3.1 Sujets non éligibles pour une intensification thérapeutique 

Plusieurs essais de phase III ont récemment démontré la supériorité des schémas melphalan-

prednisone-thalidomide (MPT) et melphalan-prednisone-bortezomib (MPV) par rapport au 

schéma conventionnel melphalan-prednisone (MP). Une étude prospective randomisée à 3 bras a 

été menée par l’IFM (protocole IFM 99-06) (Facon et al, 2007). Elle avait pour but de comparer 3 

stratégies thérapeutiques chez des patients âgés de 65 à 75 ans, en première ligne de traitement : 

(1) le traitement de référence  par melphalan-prednisone (MP) – 12 cures à 6 semaines 

d’intervalle, (2) l’association MP thalidomide (MPT) avec des doses croissantes de thalidomide 

(en moyenne 200 mg/jour) en fonction de la tolérance, (3) une stratégie intensive atténuée, 

adaptée à l’âge des patients (traitement d’induction par 2 cures de VAD suivi de 2 intensifications 

thérapeutiques par melphalan 100 mg/m² associé à une autogreffe). L’objectif principal de l’étude 
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était la survie globale. Quatre cent quarante-sept patients ont été randomisés. La survie globale 

médiane des patients traités dans le bras MPT, estimée à 51,6 mois, était significativement 

supérieure à celle des patients traités par MP (33,2 mois) et par stratégie intensive (38,3 mois). La 

survie sans progression était également supérieure dans le bras MPT (médiane 27.5 mois contre 

17.8 et 19.4 mois). Aucune différence n’était observée entre le bras MP et le bras intensif en 

terme de survie. Le taux de réponse à un an était supérieur dans les bras MPT (76%), intensif 

(65%) par rapport au bras MP (35%). La toxicité était comparable à celle observée dans une 

étude italienne (Palumbo et al, 2006) avec, notamment, un taux d’accidents thrombotiques estimé 

à 12% dans le groupe traité par MPT (contre 4% dans le bras MP et 8% dans le bras intensif). Le 

taux de constipation sévère et de somnolence était estimé respectivement à 10% et 8% dans le 

groupe MPT. Le schéma MPT a également été comparé au schéma conventionnel MP chez des 

sujets de plus de 75 ans dans un essai en double aveugle mené par l’IFM (IFM 01-01) (Hulin et 

al, 2007). Tous les patients étaient traités par melphalan (0,2 mg/kg J1-J4) et prednisone (2 mg/kg 

J1- J4) avec 12 cycles de 6 semaines associés à un placebo (bras MP) ou à du thalidomide à la 

dose de 100 mg/j (bras MPT). Le critère de jugement principal était la survie globale. Deux cent 

vingt neuf patients ont été inclus. La survie globale était supérieure dans le bras MPT par rapport 

au groupe MP (médiane 44 mois contre 29,1 mois). La survie sans progression était également 

supérieure dans le groupe MPT (médiane 24,1 mois contre 18,5 mois). Le taux de réponse était 

de 62% dans le bras MPT contre 31% dans le bras MP.  

Une étude randomisée internationale (VISTA) de phase III a comparé le classique MP à 

l’association MP plus bortezomib (MPV) (San Miguel et al, 2008). Six cent quatre vingt deux 

patients ont été inclus. Le taux de réponse était supérieur dans le bras MPV (71% contre 35%). 

Le temps jusqu’à progression (TTP) était plus long dans le bras MPV (24 mois contre 16,6 mois). 

Avec un suivi médian de 16,3 mois, 45 patients (13%) étaient décédés dans le bras MPV et 76 

(22%) dans le bras MP. Il existait une différence de survie significative (p=0,008). La médiane de 

survie n’était atteinte dans aucun des deux groupes.  

 

Chez les sujets non éligibles pour une intensification thérapeutique, il existe donc actuellement 

deux schémas de traitement possibles : MP+thalidomide et MP+bortezomib. D’autres 

combinaisons sont en cours d’évaluation et notamment l’association lenalidomide + faibles doses 

de dexamethasone.  
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II.3.2 Sujets éligibles pour une intensification thérapeutique 

Pour les patients de moins de 65 ans, la base du traitement repose sur une intensification par 

fortes doses de melphalan, soutenue par autogreffe de cellules souches périphériques et précédée 

d’un traitement d’induction par chimiothérapie selon le protocole VAD. Cette stratégie a montré 

un bénéfice en terme de réponse, de survie globale et de survie sans événement. Cependant, 

malgré les progrès réalisés depuis l’introduction de l’autogreffe, la médiane de survie reste faible 

(moins de 5 ans). La survie n’est pas seulement liée aux facteurs pronostiques initiaux mais 

également à l’intensité de la réponse. Si la place de l’autogreffe n’est pas, pour le moment, remise 

en cause, il paraît possible d’améliorer les différentes phases du traitement. Ainsi, de nouveaux 

protocoles de traitement d’induction et de conditionnement sont proposés.  

 

En ce qui concerne le traitement d’induction, un essai récent de l’IFM (IFM 05-01) a comparé le 

protocole bortezomib – dexamethasone au VAD dans le traitement d’induction du myélome des 

patients de moins de 65 ans (Harousseau et al, 2008). Quatre cent quatre vingt deux patients ont 

été inclus. Les résultats montraient une supériorité du bras bortezomib – dexamethasone en terme 

de réponse au traitement avant et après autogreffe. Après autogreffe, le taux de réponse complète 

(RC) ou presque complète (nRC) était de 39,6% dans le bras bortezomib – dexamethasone et 

21,7% dans le bras VAD (p=0.001). Le taux de très bonne réponse partielle (TBRP) était 

respectivement 61,4% et 44%. (p=0.0007). Par ailleurs, la survie sans progression était 

significativement meilleure après traitement d’induction par bortezomib-dexamethasone avec une 

PFS médiane non atteinte contre 29 mois après VAD (PFS à 2 ans 69% contre 60%). En 

revanche, il n’y a, pour le moment, pas de différence en terme de survie globale entre les deux 

bras. Ce protocole était bien toléré et n’a eu de conséquences négatives ni sur le recueil de 

cellules souches ni sur la faisabilité de l’autogreffe dans les suites.  

 

Au vu de ces résultats, le protocole bortezomib – dexamethasone devrait devenir le traitement 

d’induction de référence chez les patients de moins de 65 ans éligibles pour un traitement 

intensif.  
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II.4 Survie dans le myélome  

A ce jour, malgré les progrès thérapeutiques récents, le myélome multiple reste une maladie 

incurable. Kyle a décrit une cohorte rétrospective de 1 027 patients atteints de MM traités à la 

Mayo Clinic, la durée médiane de survie après le diagnostic était de 33 mois (Kyle et al, 2003). 

Les patients avaient été diagnostiqués entre 1985 et 1998 et aucune amélioration de la survie n'a 

été observée entre 1985 et 1998. Cependant, compte tenu des dates de diagnostic dans cette 

cohorte, peu de patients ont pu bénéficier des nouveaux traitements du myélome.  

 

Dernièrement, 3 études ont montré une amélioration récente de la survie des patients atteints de 

myélome. Une étude suédoise de Kristinnson montrait une amélioration continue de la survie sur 

une période de 30 ans (1973-2003), principalement chez les sujets de moins de 60 ans 

(Kristinsson et al, 2007). Brenner a étudié les données d’un registre national des cancers aux 

Etats-Unis et identifié 26 523 patients ayant un myélome diagnostiqué entre 1980 et 2004 

(Brenner et al, 2008). Il a observé une augmentation de la survie entre 1990-1992 et 2002-2004 

avec une survie à 5 ans augmentant de 11,1% à 17,4% et une survie à 10 ans augmentant 28,8% à 

34,7%. L’augmentation la plus marquée était chez les patients âgés de moins de 50 ans et de 50 à 

59 ans avec une amélioration de la survie à 10 ans estimée respectivement de 16,8% et 11,4%. A 

l’inverse, aucune amélioration n’était observée chez les patients âgés de plus de 70 ans (figure 1).  

 

 

Figure 1 : Survie à 10 ans par tranche d'âge en fonction de la date de diagnostic (d'après (Brenner 
et al, 2008)). 
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Quelque soit l’âge, aucune amélioration de la survie n’était observée entre 1984 et 1995. 

L’amélioration de la survie a débuté entre 1993 et 1996 pour les patients de moins de 50 ans et 

entre 1996 et 1999 pour les patients âgés de 50 à 59 ans. Dans ces deux études, les auteurs 

attribuaient les  progrès de la survie à l’introduction des traitements intensifs avec autogreffe. Ces 

2 études étaient trop précoces pour pouvoir observer les effets des nouveaux traitements du 

myélome. 

 

Kumar a étudié les données évolutives de 2 981 patients vus à la Mayo Clinic sur une période de 

36 ans (entre janvier 1971 et décembre 2006) (Kumar et al, 2008). La survie médiane des 1 051 

patients pris en charge dans les dix dernières années (à partir de janvier 1997) était supérieure à 

celle des patients traités avant 1997 (respectivement 44,8 et 29,9 mois). Ce bénéfice était observé 

quelque soit le score ISS. Les patients ont été séparés en 6 groupes correspondant à des périodes 

de 6 ans. Alors qu’aucune amélioration de la survie n’était observée pendant environ 25 ans, une 

tendance positive était observée à partir de la période 1995-2000 et une augmentation 

significative de la survie a été observée sur les 6 dernières années (2001-2006). Comme dans les 

études précédentes, le bénéfice de survie concernait principalement les patients âgés de moins de 

65 ans. Ainsi la médiane de survie augmentait de 33 à 60 mois pour les patients de moins de 65 

ans et de 32 à 26 mois pour les patients de plus de 65 ans (figure 2).  

 

 

Figure 2 : Survie en fonction de la date de diagnostic (d'après (Kumar et al, 2008)). 
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Dans le même article, Kumar a étudié une cohorte de  387 patients en rechute après autogreffe. Il 

a également observé une amélioration de la survie au cours de la dernière décade. La survie 

médiane des patients ayant rechuté après 2000 était meilleure que celle des patients ayant rechuté 

avant 2000 (30,9 mois contre 14,8 mois) (figure 3A). Par ailleurs, les 161 (41%) patients ayant 

reçu un des nouveaux traitements du myélome en traitement de la rechute avaient une médiane de 

survie plus élevée (30,9 mois)  que les patients n’ayant pas bénéficié de ces traitements (14,8 

mois) (figure 3B). 

 

 

Figure 3 : Survie en fonction (A) de la date de rechute, (B) de l’exposition à l’un des nouveaux 
traitements du myélome (d'après (Kumar et al, 2008)). 

 

Ces données illustrent l’impact positif de l’intensification thérapeutique avec autogreffe et des 

nouveaux traitements du myélome sur l’évolution de la maladie. Cependant, il est possible que 

les bénéfices de survie observés soient également, en partie, liés à l’amélioration des soins de 

support au cours des dernières années.  

Il est important de noter que, pour le moment, l’amélioration de la survie dans le myélome a 

surtout été observée chez les patients de moins de 65 ans. Il est probablement encore trop tôt pour 

pourvoir observer les effets bénéfiques des nouveaux traitements des myélomes chez les patients 

de plus de 65 ans. Les résultats des essais ayant comparé les associations MPT et MPV au 

classique MP laisse espérer l’apparition à court terme d’un bénéfice de survie chez ces patients.  
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Compte tenu de l’augmentation importante de la survie, il devient difficile d’utiliser la survie 

globale comme critère de jugement principal dans les essais cliniques car cela imposerait un suivi 

très prolongé. La survie sans progression (PFS) va devenir un critère de jugement important.  

 

II.5 Réponse au traitement   

L'impact de la réponse au traitement est bien établi dans la majorité des hémopathies malignes. 

Initialement, dans le myélome, il n’y avait pas d'étude sur l’impact de la réponse car avant 

l’avènement de l’autogreffe, très peu de patients arrivaient à obtenir une réponse complète (RC). 

 

II.5.1 Impact de la qualité de la réponse sur la survie des patients traités par 

traitement intensif avec autogreffe 

Le protocole IFM 90 qui a établi la supériorité de l’autogreffe par rapport à la chimiothérapie 

conventionnelle a été le premier à montrer que la RC et la très bonne réponse partielle (TBRP) 

s'accompagnaient d'une survie à 5 ans prolongée (Attal et al, 1996). Sur les 178 patients ayant 

survécu au moins un an, la survie à 5 ans des 51 patients ayant obtenu au moins une TBRP 

(TBRP ou RC) était estimée à 72% contre 39% pour les 81 patients ayant une réponse partielle 

(RP) ou minime et 0% pour les 48 patients non répondeurs. Dans l'étude IFM 94-02 ayant 

démontré la supériorité d’une double autogreffe par rapport à une autogreffe unique, 349 patients 

survivant après un an ont été évalués. La réponse maximale au traitement était un facteur 

indépendant associé à la survie (Attal et al, 2003). La survie des patients en RC ou en réponse 

presque complète (nRC) était identique. Cela a été confirmé sur une étude portant sur les 849 

patients inclus dans les essais IFM 99. Les patients en RC et nRC avaient une survie globale et 

une survie sans événement (EFS) plus longues que les patients ayant obtenu une TBRP ou une 

RP (Harousseau et al, 2006).  

 

Lahuerta a étudié une cohorte de 344 patients (dont 202 traités en première ligne) traités par 

intensification autogreffe (Lahuerta et al, 2000). Il a montré que les patients ayant une RC avec 

immunofixation (IF) négative avaient une meilleure EFS (35% à 5 ans) et survie globale (72% à 
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5 ans) que les patients ayant une RC avec IF positive, une TBRP ou une RP. Pour ces patients 

l’EFS à 5 ans était respectivement 30%, 27% et 15% et la survie à 5 ans 48%, 42% et 41%.  

 

Van de Velde a effectué une méta analyse de 21 études (10 prospectives et 11 rétrospectives) qui 

ont étudié le devenir de 4 990 patients traités par autogreffe en fonction de l'intensité de la 

réponse au traitement (van de Velde et al, 2007). L’objectif de cette étude était de comparer le 

devenir des patients ayant au moins une TBRP aux autres patients. La méta analyse a confirmé un 

lien entre la réponse maximale avant ou après autogreffe et la survie. La relation entre réponse 

maximale et survie globale ou EFS était hautement significative pour les essais prospectifs et 

rétrospectifs (p<0,0001). La réponse maximale avant autogreffe était également associée à la 

survie et à l’EFS (p=0,0015 et < 0,00001).  

 

II.5.2 Impact de la qualité de la réponse sur la survie des patients traités par 

chimiothérapie conventionnelle 

Dans beaucoup d’études, il n’y a pas eu d’analyse spécifique de la survie en fonction de la 

réponse. Néanmoins, quand le pourcentage de RC augmentait dans les essais, la survie 

augmentait.  

 

Sur une cohorte de 243 patients traités par chimiothérapie conventionnelle, Blade a observé un 

taux de réponse de 50,1% (Blade et al, 1994). La survie des patients répondeurs était meilleure 

que celle des non répondeurs avec une survie médiane à 43 mois contre 19 mois. En revanche, il 

n’a pas observé d'impact de la qualité de la réponse.  

Dans une étude de Kyle portant sur 628 patients inclus dans des essais de l'ECOG sans autogreffe 

(Kyle et al, 2006), la survie médiane (mesurée à partir de 2 ans après l’inclusion) était plus 

importante chez les patients en RC que les chez les patients en RP (3,9 ans contre 2,4 ans 

p=0,006). Cependant, probablement à cause du faible nombre de RC obtenues (85 patients – 

14%), la RC n’était pas identifiée comme facteur pronostique indépendant en analyse 

multivariée. Parmi les patients en RC, 32 avaient bénéficié d’une IF (21 IF- et 11 IF+). La survie 

après atteinte de la RC était plus longue en cas d’IF négative (médiane de survie 6,6 ans contre et 

4,4 ans) ainsi que la durée de réponse (3,8 ans contre 2,9 ans p=0,005).  
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Durie a étudié 1 555 patients inclus dans 4 essais du SWOG basés sur des chimiothérapies 

conventionnelles (Durie et al, 2004). La survie globale et l’EFS des patients étaient identiques 

quelque soit la qualité de la réponse. Cependant, dans cette étude, les critères de réponse utilisés 

étaient ceux du SWOG. Les patients étaient considérés comme répondeurs en cas de diminution 

de plus de 50% ou de plus de 75% du pic. Ainsi, les patients très bons répondeurs (RC et TBRP) 

n’étaient pas individualisés. L’impact de la RC et de la TBRP ne pouvait donc pas être mis en 

évidence dans cette étude.  

 

II.5.3 Impact de la réponse chez les patients traités avec les nouvelles drogues 

du myélome  

Peu d’études spécifiques ont été menées. Cependant, l’ajout des nouvelles drogues s’accompagne 

de taux de réponses plus importants et de gains de survie. Ces résultats suggèrent donc que la 

réponse au traitement a également un impact pronostique important chez les patients traités avec 

ces nouvelles drogues.  

 

II.5.3.1 Thalidomide 

Dans un essai de phase II comparant une association thalidomide–doxorubicine liposomale–

vincristine à la dexamethasone chez des patients en première ligne ou en rechute, Hussein a 

observé que les patients en RC et TBRP avaient une PFS et une survie globale prolongée par 

rapport aux patients en RP ou stables quelque soient le traitement et la ligne traitement (Hussein 

et al, 2006).   

 

II.5.3.2 Bortezomib  

Dans l’essai de phase II SUMMIT (Richardson et al, 2003), les patients étaient traités en rechute 

par bortezomib (plus dexamethasone si progression ou stabilité). Parmi les 193 patients 

évaluables, 67 patients étaient répondeurs dont 7 (4%) RC, 12 (6%) nRC, 34 (18%) RP et 14 

(7%) réponses minimes. La durée médiane de survie sans progression était 13,9 mois pour les 

patients répondeurs et 1,3 mois pour les patients en progression. La médiane de survie était non 

atteinte après 23 mois de suivi pour les patients répondeurs et de 8 mois pour les patients en 

progression. Par ailleurs, la médiane survie sans progression était plus longue chez les patients en 

RC/nRC (16,4 mois) que chez les patients en RP (9,2 mois). 
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Dans l'essai de phase III APEX (Richardson et al, 2005) comparant le bortezomib à la 

dexamethasone en monothérapie chez des patients en rechute, 315 patients étaient évaluables 

pour la réponse au bortezomib. Le taux de réponse était de 43%, dont 9% de RC et 10% de 

TBRP. Dans cette étude, la qualité de la réponse n’avait pas d’impact sur la survie globale mais 

un impact sur le temps sans traitement. Les patients en RC avaient un temps sans traitement et un 

temps avant traitement alternatif plus prolongé que les patients en TBRP ou RP.  

 

Une analyse a été menée sur les 682 patients inclus dans le protocole VISTA (San Miguel et al, 

2008) en utilisant les critères de l’IMWG (Durie et al, 2006) (alors que les critères de réponse 

utilisés dans la publication étaient ceux de l’EBMT). Les patients ayant une RC avaient un 

bénéfice en terme de TTP et de survie globale par rapport aux patients en RP et un bénéfice de 

TTP par rapport aux patients en TBRP.  

 

II.5.3.3 Lenalidomide 

Deux essais récents ont montré la supériorité de l’association lénalidomide-dexamethasone par 

rapport à la dexamethasone chez des patients en rechute (Dimopoulos et al, 2007; Weber et al, 

2007). Sur les 353 patients analysés, 214 (61%) ont eu une réponse (86 RC/nRC et 128 PR). Le 

TTP et la survie globale étaient plus longs chez les patients en RC/nRC que chez les patients en 

RP. Par ailleurs, le taux de rechutes était plus faible (38% contre 43%). La réponse n'est pas le 

seul critère puisque, dans ces études, les patients ayant eu un traitement prolongé plus de 10 mois 

quelque soit la réponse (en prenant y compris les 107 maladies stables), avaient une survie 24 

mois après atteinte de la meilleure réponse plus longue (93,8% vs 48,4%).  

 

II.5.4 Impact des méthodes d’évaluation de la réponse complète 

La définition de la RC implique une électrophorèse normale est une IF négative. Cependant, 

l’impact de l'analyse de la maladie résiduelle est important et prédictif dans de nombreuses 

hémopathies malignes : leucémie myéloïde chronique, LAM, LAL, LA promyélocytaire, LLC, ... 

L’équipe de San Miguel a étudié récemment l’impact de l’étude de la maladie résiduelle en 

cytométrie sur la survie des patients (Paiva et al, 2008). Deux cent quatre vingt quinze patients 

inclus dans le protocole GEM2000 (comprenant une autogreffe) ont été évaluées à J100 après 

l’autogreffe par cytométrie en flux à la recherche d’une maladie résiduelle détectable (MRD). La 



26 

 

recherche de MRD était positive chez 147 (50%) des patients et négative chez 125 (42%). La PFS 

et la survie globale des patients ayant une MDR étaient plus courtes que celles des patients sans 

MRD (PFS à 5 ans 22% contre 60% p<0,001) (survie à 5 ans 60% contre 82% p=0,002) quelque 

soit le niveau de réponse (figure 4). Parmi les 147 patients en RC, 94 n’avaient pas de MRD et 53 

avaient une MRD. Dans ce groupe de patients en RC, la présence d’une MRD était également 

associée à une diminution de la PFS et de la survie globale (PFS à 5 ans 30% contre 62% p 

<0,001) (Survie à 5 ans 59% contre 87% p=0,009).  

 

MRD -

MRD +

MRD -

MRD +

 

Figure 4 : Survie sans progression (A) et survie globale (B) en fonction de la persistance d'une 
maladie résiduelle (MRD) 100 jours après l'autogreffe (d'après (Paiva et al, 2008)). 

 

Par ailleurs 31 patients n’avaient pas de MRD détectable malgré la persistance d’une positivité de 

l’IF. Ces patients avaient également une PFS et une survie plus longue que les patients ayant la 

même réponse mais avec une MRD positive. Les patients n’ayant pas de MRD avaient une PFS 

et une survie plus prolongée (quelque soit le résultat de l’IF) que les patients ayant une MRD 

positive et une IF négative, ce qui suggère que la MRD a un impact plus important que l’IF sur le 

devenir des patients. En analyse multivariée, les facteurs prédictifs indépendants de la PFS étaient 

la MRD (HR 3,64) et la présence d’une hyperdiploïdie par FISH (HR 1,79). Pour la survie 

globale, les seuls facteurs indépendants étaient la MRD (HR 2,02) et l’âge (HR 1,63).  

 

Cette étude suggère que l’évaluation de la MRD est un facteur prédictif important de survie et de 

PFS dans le myélome. Cependant, cette étude doit être confirmée sur une cohorte indépendante et 
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chez des patients traités par chimiothérapie conventionnelle ou par les nouvelles drogues du 

myélome.  

 

II.5.5 Impact de la cinétique de la réponse 

II.5.5.1 Traitement intensif avec autogreffe 

Dans les protocoles IFM 99, les 112 patients (16%) ayant obtenu  au moins une TBRP avant 

l’autogreffe n’avaient pas de bénéfice de survie par rapport à ceux obtenant la même réponse 

mais seulement après autogreffe (Harousseau et al, 2006). Dans l’étude de Lahuerta sur une 

cohorte de 632 patients traités par autogreffe (Lahuerta et al, 2008), la chronologie d'apparition 

de la RC pré ou post-autogreffe n'avait pas d'impact sur l’FS ou la survie. En revanche pour les 

patients en nRC après auto, la survie était meilleure lorsque la nRC avait été obtenue uniquement 

en post auto (augmentation de la réponse par l'autogreffe) par rapport aux patients en nRC avant 

auto et restant en nRC après auto (pas d'apport de l'autogreffe). Les données du protocole IFM 

05-01 montrent un gain de réponse avant et après autogreffe dans le bras bortezomib-

dexamethasone qui se traduit par un gain de PFS (Harousseau et al, 2008).  

 

Dans l’étude de San Miguel sur l’évaluation de la MRD (Paiva et al, 2008), 157 patients ont eu 

une évaluation de la MRD avant et après autogreffe. Les 16 patients n’ayant pas de MRD 

détectable dès la fin du traitement d’induction (avant autogreffe) avaient une PFS et une survie 

globale prolongée (PFS à 5 ans 80% et survie à 5 ans 100%) par rapport aux patients ayant une 

MRD présente avant autogreffe mais indétectable après (57% et 78%) et aux patients ayant une 

MRD détectable avant et après autogreffe (25% et 59%).  

 

II.5.5.2 Autres traitements  

La rapidité de la réponse a été démontrée par certains auteurs comme ayant un impact 

pronostique fort. Ainsi Shcaar a décrit une cohorte de 242 patients traités par MP par cycles de 4 

semaines (Schaar et al, 2004). Un avantage de survie significatif était observé chez les patients 

qui avaient eu une diminution du taux du composant monoclonal de plus de 40% dès le premier 

cycle de MP. A l’opposé, dans l’étude de Blade, la rapidité de la réponse n’avait pas d’impact sur 

l’évolution des patients (Blade et al, 1994). Dans l’essai APEX  (Richardson et al, 2007), la 

cinétique d'apparition de la meilleure réponse était variée. Soixante treize patients (54%) ont 
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atteint leur première réponse après le 2
ème

 cycle, 39 patients (29%) après le 4
ème

 cycle et 10 (7%) 

après le 6
ème

 cycle. Par ailleurs, 76 patients (56%) ont amélioré leur réponse secondairement. 

Parmi les patients ayant obtenu une RC, 20% l’ont atteint pendant ou après le 8
ème

 cycle. Dans 

l’étude VISTA (San Miguel et al, 2008), la vitesse d’apparition de la RC n’avait pas d’impact sur 

la survie.  

 

Les études précédentes sont contradictoires car l’étude de Schaar incite à changer rapidement de 

traitement en l’absence de réponse significative rapide alors que les données de Blade et 

Richardson incitent à poursuivre un traitement bien toléré car la réponse, parfois très bonne, peut 

survenir secondairement. Ces résultats illustrent le fait qu’il est difficile de comparer l’effet de 

traitements différents et que les nouvelles drogues du myélome ont un effet différent des 

chimiothérapies conventionnelles.  

 

II.5.6 Impact de la progression rapide après réponse initiale 

Dans un essai nordique chez 313 patients de moins de 60 ans traités par autogreffe (Lenhoff et al, 

2006), la RC était associée à une EFS prolongée mais sans bénéfice de survie globale. En 

revanche, le délai de rechute était associé à la survie. Cent soixante deux patients ont rechuté 

après autogreffe. Les patients qui ont rechuté à 6 mois, à 6-12, à 12-24 ou à plus de 24 ans 

avaient une médiane de survie à respectivement 3, 17, 28, 37 mois.  

 

Dans l’étude de Durie (Durie et al, 2004), le facteur ayant le plus fort impact pronostique en 

analyse multivariée était la survenue d’une progression rapide de la maladie à 6 mois ou 1 an. La 

survie des patients en progression était d’autant plus courte que les patients avaient eu une 

réponse initiale. Ainsi, la médiane de survie des patients ayant une progression de la maladie à 6 

mois était de 4 à 5 mois chez les patients ayant eu initialement une réponse de plus de 50% et de 

14 mois chez les patients initialement non répondeurs. Pour les patients sans progression à 6 

mois, la médiane de survie était à 34 mois.  

 

Ces deux études suggèrent que l’apparition rapide d’une rechute est un facteur de mauvais 

pronostic du myélome.  
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II.5.7 Questions non résolues 

L’impact de la réponse au traitement sur la survie a donc été démontré avec des traitements de 

première ligne ou de rechute, avec des chimiothérapies conventionnelles, des traitements intensifs 

avec autogreffe mais également avec les nouvelles drogues du myélome. Une des difficultés de 

toutes ces études est que les critères de réponse utilisés dans la littérature ne sont pas homogènes 

(EBMT, ECOG, SWOG,…), ce qui rend difficiles les comparaisons entre elles. Ainsi, dans de 

nombreuses études, la très bonne réponse partielle (TBRP) correspondant à une diminution de 

plus de 90% du pic n’était pas identifiée et donc pas évaluée. Le Groupe International d’étude du 

Myélome (IMWG) a proposé récemment une nouvelle définition des critères de réponse qui 

devrait être adopté pour tous les essais futurs, permettent une meilleure comparabilité entre les 

études (Durie et al, 2006). 

- Chez les patients traités par autogreffe, les données de l’IFM et la méta-analyse de Van 

de Velde indiquent que la TBRP suffit alors que Lahuerta a démontré que la RC est 

préférable. Il reste également à définir le meilleur moment d’évaluation de la réponse 

puisque une autre étude de Lahuerta a démontré que, pour une même réponse finale, la 

survie peut être différente en fonction de la chronologie d'apparition de la réponse 

(Lahuerta et al, 2008).  

- Chez les patients traités par chimiothérapie conventionnelle ou par les nouveaux 

traitements du myélome, la qualité de la réponse semble avoir un impact pronostique sur 

la survie mais des études complémentaires sont nécessaires avec les critères de l’IMWG 

prenant en compte la TBRP qui n’a pas été suffisamment évaluée.  

 

Par ailleurs, plusieurs questions restent posées : 

- Quelle est la meilleure évaluation de la qualité de la réponse chez les patients qui ont 

obtenu une disparition du pic sur l’électrophorèse des protides ? Le critère actuel est l’IF 

mais les données de San Miguel suggèrent que l’évaluation de la MRD en cytométrie est 

plus performante. Dans ce cadre, quel est l’impact de l’obtention d’une RC stricte (définie 

par une RC associée à une normalisation du taux de chaînes légères libres sériques) ? 

- Avec l’utilisation des nouveaux traitements du myélome, l’objectif doit-il être d’obtenir 

une RC ? Ces traitements permettent d’envisager des traitements prolongés (traitement 
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d’entretien) dont l’objectif n’est plus d’obtenir une RC mais un contrôle prolongé de la 

maladie. 

- Comment évaluer le bénéfice clinique de la réponse au traitement ? Avec l’augmentation 

de la survie, l’évaluation de l’impact clinique de la réponse au traitement ne peut plus se 

limiter à l’évaluation de la survie globale. La PFS parait un bon critère de remplacement. 

De nouveaux critères ont été proposés comme le temps avant le traitement suivant (TNT 

pour Time to Next Therapy) ou le temps sans traitement (TFI pour Time Free Interval). 

- Quelle stratégie adopter en cas de réponse modérée après 1 ou 2 cycles de traitements ? 

Les données des essais APEX et VISTA montrent que la réponse au bortezomib peut être 

retardée avec apparition secondaire de très bonne réponse. Dans ces conditions, sur quels 

critères se baser pour poursuivre ou stopper un traitement ? 

II.6 Hétérogénéité du myélome 

L’évolution du myélome est très hétérogène. La médiane de survie est de 3-4 ans mais la survie 

des patients peut être de quelques mois à plus de 10 ans. De nombreuses études ont été menées 

pour identifier des facteurs pronostiques de la survie dans le myélome. Initialement, les 

marqueurs prédictifs étudiés étaient principalement liés aux complications de la maladie ou à la 

masse tumorale. L’amélioration récente des méthodes d’exploration du clone tumoral 

(cytométrie, cytogénétique, génomique,…) ouvre de nouvelles perspectives pour identifier des 

marqueurs prédictifs liés au clone tumoral en offrant la possibilité de prédire l’évolution des 

patients de manière plus performante et précise que les données biologiques habituelles. 

 

Dès 1978, Matzner a identifié l’âge, le taux d’hémoglobine, la créatininémie, l’albuminémie, 

l’existence d’une hypergammaglobulinémie, l’isotype (IgA) comme des facteurs de mauvais 

pronostic (Matzner et al, 1978). Le tableau 3 résume les facteurs prédictifs de la survie identifiés 

en analyse univariée dans une cohorte de 1 027 myélomes traités à la Mayo Clinic entre 1985 et 

1998 (Kyle et al, 2003). En analyse multivariée, les facteurs prédictifs de survie étaient l’âge, 

l’index de prolifération plasmocytaire, le taux de plaquettes, la créatininémie, l’albuminémie. Il 

est important de noter que dans cette étude rétrospective, les paramètres génétiques n’avaient pas 

été étudiés. 
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Tableau 3: Facteurs prédictifs de la survie dans une cohorte de 1 027 patients en analyse univariée 
(d’après (Kyle et al, 2003)).  

 

La recherche de facteurs prédictifs est importante pour 3 raisons (San Miguel et al, 2005) : 

1. Fournir aux patients et à leur famille des informations individualisées sur le devenir.  

2. Identifier des groupes de patients à risque pour adapter le traitement en fonction de 

l’évolution attendue et comparer les résultats de différentes stratégies thérapeutiques pour 

chacun des groupes identifiés.  

3. Découvrir des liens entre des caractéristiques biologiques du clone tumoral et les 

manifestations cliniques pour mieux comprendre la physiopathologie de la maladie 
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III. Facteurs pronostiques du myélome multiple 

Nous ne détaillerons pas tous les facteurs pronostiques décrits dans la littérature (les principaux 

sont résumés dans le tableau 4). Beaucoup sont issus de cohorte unique et n'ont jamais été testés 

dans des cohortes indépendantes, ce qui limite leurs poids prédictifs. Schématiquement, les 

marqueurs prédictifs dans le myélome peuvent être classés en 3 catégories :  

- les facteurs liés au patient (caractéristiques individuelles du patient) 

- les facteurs résultant de l’interaction entre l’hôte et la tumeur (qui reflètent la masse 

tumorale et les complications de la maladie) 

- les facteurs liés aux caractéristiques du clone tumoral (cytologie, cytométrie en flux, 

cytogénétique, génomique,…) 

 

Les données obtenues par les études de génomique transcriptionnelle sont l’objet de cette thèse et 

seront exposées dans un chapitre indépendant. Cependant, la connaissance des facteurs 

pronostiques déjà décrits est indispensable car les études de génomiques ne peuvent se concevoir 

qu’en associant les données génétiques avec les données cliniques et biologiques des patients.  

 

 

Tableau 4 : Principaux facteurs pronostiques décrits (d'après (Richardson et al, 2005)). 
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III.1 Facteurs liés au patient 

III.1.1 Age 

Parmi les facteurs pronostiques liés au patient, l’âge semble être le plus important. L’âge a été 

décrit comme facteur pronostique indépendant dans de nombreuses études, quelque soit le 

traitement reçu. Sur une cohorte de 1 027 myélomes (Kyle et al, 2003), la médiane de survie des 

patients de plus de 70 ans était de 26 mois contre 41 mois pour les patients plus jeunes (p<0,001). 

Dans une cohorte de 414 patients de moins de 65 ans traités par autogreffe (Lenhoff et al, 2006), 

la médiane de survie après autogreffe était de 50 mois pour les patients âgés de 60 à 65 ans et de 

66 mois pour les patients de moins de 60 ans (p<0,001) alors que le taux de réponse était le même 

dans les deux groupes de patients. Dans une cohorte de 425 patients âgés de plus de 65 ans et 

traités par chimiothérapie conventionnelle (Garcia-Sanz et al, 2004), la médiane de survie des 

patients de plus de 80 ans était de 9 mois et celle des patients âgés entre 65 et 80 ans était de 25 

mois (p=0,002). Dans une étude plus récente, Ludwig a analysé les données de 10 549 patients 

dont 1 689 âgés de moins de 50 ans et 8 860 de plus de 50 ans (Ludwig et al, 2008). Au 

diagnostic, les patients de plus de 50 ans avaient plus de facteurs de mauvais pronostic. La survie 

des patients de plus de 50 ans était moins bonne (médiane 3,7 ans) que celle des patients plus 

jeunes (5,2 ans) (figure 5).  

 

 

Figure 5 : Survie en fonction de l'âge (d'après (Ludwig et al, 2008)). 
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Par ailleurs, dans les 3 études récentes qui ont montré une augmentation de la survie des patients 

au cours des dernières années, le gain de survie ne concernait que les patients de moins de 65 ans 

(Kristinsson et al, 2007; Brenner et al, 2008; Kumar et al, 2008).  

 

III.1.2 Etat général (performance status) 

L’état général des patients, évalué par le performans status (PS) a également été décrit comme 

facteur prédictif indépendant de la survie dans plusieurs études. En 1980, le MRC avait identifié 

le PS comme facteur pronostique indépendant sur une cohorte de 485 patients (MRC 1980). Il 

proposait une classification basée sur 3 critères : taux d’urée, taux d’hémoglobine, PS. Dans la 

cohorte de 1 027 myélomes de la Mayo Clinic, la médiane de survie des patients ayant un PS à 3-

4 était plus courte que celle des patients ayant un PS plus faible (11 mois contre 36 mois) (Kyle et 

al, 2003).  

 

III.1.3 Autres facteurs liés au patient 

D’autres facteurs liés au patient ont été étudiés mais n’ont pas le même impact que l’âge ou l’état 

général (San Miguel et al, 2005) : sexe, race, statut immunitaire,… 

 

III.2 Facteurs résultant de l’interaction entre l’hôte et la tumeur  

Ces facteurs peuvent être liés aux complications du myélome, à l’activité de la maladie, à 

l’expansion du clone tumoral ou à la masse tumorale. La classification de Salmon et Durie 

proposée en 1975 avait pour objectif d’estimer la masse tumorale à partir de plusieurs marqueurs 

biologiques simples (Durie et al, 1975). Plus récemment, une étude rétrospective à grande échelle 

a permis de proposer une nouvelle classification du myélome, l’ISS (International Staging 

System) (Greipp et al, 2005).  

 

III.2.1 Taux de beta2 microglobuline sérique  

Parmi les marqueurs biologiques associés à l’activité de la maladie, la beta2 microglobuline 

sérique (β2m) est reconnue depuis près de 30 ans comme le marqueur pronostique individuel le 
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plus puissant. Dès 1980, Norfolk a décrit l’impact pronostique de la β2m (Norfolk et al, 1980). 

Sur une cohorte de 37 patients, il avait observé que les patients ayant une β2m inférieure à 4 mg/l 

à la première visite avaient une survie médiane de 46 mois contre 15 mois pour ceux dont la b2 

était > 4 mg/l. Cet impact a été confirmé, depuis, sur de nombreuses études. Ainsi, sur une 

cohorte de 115 patients décrite par Bataille (Bataille et al, 1983), la β2m était identifié comme 

marqueur prédictif de survie en analyse multivariée. Les patients dont la β2m initiale était > 6 

mg/l avaient une médiane de survie à 26 mois contre 52 mois pour ceux dont la β2m était < 

6mg/l. Dans une autre étude sur 160 patients, Bataille a confirmé l’impact pronostique du taux de 

β2m au diagnostic pour prédire la survie (Bataille et al, 1984). Les patients ayant une β2m <2 

mg/l au moment de la réponse maximale avaient une durée de rémission plus longue que les 

autres patients. Depuis ces premiers résultats, l’impact pronostique du taux sérique de la β2m ne 

s’est jamais démenti et la β2m reste un marqueur prédictif incontournable qui garde un impact 

pronostique individuel, y compris dans les études de cytogénétiques ou de génomiques récentes 

(Avet-Loiseau et al, 2007). Plusieurs valeurs seuil ont été proposées en fonction des études, 

variant de 3 à 6 mg/l. Il est communément admis que la valeur pronostique de la β2m est 

linéairement corrélée à son taux sérique.  

L’interprétation d’une élévation du taux sérique de β2m n’est pas univoque. La β2m est liée à 

l’activité de la maladie, bien que le lien entre la physiopathologie du myélome et la β2m ne soit 

pas encore établi. La β2m est éliminée par voie rénale et son taux sérique est augmenté en cas 

d’insuffisance rénale, situation non exceptionnelle dans le MM. L’insuffisance rénale étant elle-

même un facteur pronostique péjoratif dans le MM, le taux de β2m est donc un facteur 

pronostique primordial. Si la mesure de la β2m est indispensable au diagnostic chez tous patients 

ayant un myélome, son intérêt dans le suivi ou en rechute n’est pas établi. 

 

III.2.2 CRP 

L’augmentation du taux de la CRP reflète l’action de l’IL-6, cytokine importante dans la 

prolifération et la survie des plasmocytes. Un taux élevé de CRP a été corrélé à une survie 

significativement plus courte. Ceci a été démontré par Bataille sur une cohorte de 162 patients au 

diagnostic (Bataille et al, 1992). Le taux de CRP était prédictif et indépendant de la β2m. En 

combinant ces deux facteurs (valeur seuil à 6 mg/l pour les deux facteurs), les auteurs 

définissaient 3 groupes avec une médiane de survie estimée respectivement à 54, 27 et 6 mois 
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(p<0,0001). La CRP est cependant modifiée dans d’autres situations comme les infections, ce qui 

rend sont interprétation en pratique difficile. 

 

III.2.3 Albuminémie 

Le taux sérique d’albumine est également corrélé à la survie. Des taux très bas d’albumine (en 

pratique inférieure à 30mg/L) sont corrélés à une survie plus courte des MM (Bataille et al, 

1986). Ce facteur biologique décrit comme prédictif de la survie dans plusieurs études  (Kyle et 

al, 2003) est l’un des deux critères pris en compte dans l’ISS (Greipp et al, 2005).  

 

III.2.4 Autres facteurs prédictifs  

De nombreux autres facteurs prédictifs ont été décrits. On retiendra notamment : l’isotype (IgA 

de moins bon pronostic), le taux du composant monoclonal, la plasmocytose médullaire, le taux 

de chaînes légères libre sérique, l’existence d’une anémie, d’une insuffisance rénale, d’une 

hypercalcémie, d’une thrombopénie,…) (Richardson et al, 2005). 

 

III.2.5 Classification de Salmon et Durie 

L’importance de la masse tumorale a été l’un des premiers facteurs pronostiques identifié. 

Cependant son estimation était difficile. La classification de Salmon et Durie a été développée il 

y a plus de 30 ans pour permettre l’estimation de la masse tumorale en routine (Durie et al, 1975). 

Connaissant la production d’immunoglobulines d’un plasmocyte et la demi-vie des 

immunoglobulines circulantes, il était possible d’estimer mathématiquement le nombre total de 

cellules malignes et la masse tumorale. La masse tumorale ainsi estimée a été corrélée avec les 

données individuelles biologiques et radiologiques de 71 patients. Les analyses multivariées ont 

montré que la masse tumorale pouvait être estimée en tenant compte de la concentration du 

composant monoclonal sanguin ou urinaire, du taux d’hémoglobine, de la calcémie, de 

l’existence et de l’extension des lésions osseuses. A partir de ces résultats, une classification pour 

le classement des myélomes a été proposée. Depuis, la classification de Salmon et Durie est 

largement utilisée. Cependant, l’évaluation de l’atteinte osseuse, qui est un critère important, est 

difficile, examinateur dépendant, ce qui pose problème pour son utilisation au quotidien. Par 
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ailleurs, cette classification ne prend pas en compte les critères liés au clone plasmocytaire dont 

l’impact pronostique est très important.  

 

Depuis la description de la classification de Salmon et Durie, d’autres classifications ont été 

proposées. Dans une étude de Merlini portant sur 173 patients (Merlini et al, 1980), les facteurs 

prédictifs de survie des myélomes IgG ou à chaînes légères étaient la créatininémie, la calcémie, 

la plasmocytose médullaire. Pour les myélomes à IgA, les facteurs retenus étaient le taux 

d’hémoglobine, la calcémie et le taux du composant monoclonal. A partir de ces résultats les 

auteurs ont proposé un score permettant de classer les patients en fonction de leur risque évolutif. 

A partir de l’analyse d’une cohorte de 485 patients, le Medical Research Council (MRC) a 

également proposé une classification basée sur 3 facteurs prédictifs (MRC 1980) : le taux d’urée, 

le taux d’hémoglobine et le performans status. Les 3 groupes définis représentaient 22%, 56% et 

22% des patients et la survie à 2 ans était respectivement 76%, 50% et 9%. En 1986, Bataille a 

étudié, sur une cohorte de 147 patients, l’impact pronostique sur la survie des classifications de 

Salmon et Durie, de Merlini et du MRC en tenant compte de l’ensemble des données biologiques 

des patients (Bataille et al, 1986). Cette étude a confirmé l’impact sur la survie des 3 scores avec 

un avantage pour la classification de Salmon et Durie. Cependant, parmi les variables biologiques 

des patients, le taux de β2m était le facteur prédictif le plus puissant (p<0,0001) et le taux 

d’albumine était le seul critère dont l’apport était significatif (p=0,02). Le taux de β2m était un 

meilleur facteur prédictif que le score de Merlini ou du MRC et la combinaison 

β2m/albuminémie était un meilleur marqueur de survie que la classification de Salmon et Durie.  

 

III.2.6 International Staging System (ISS) 

La majorité des études publiées étaient de petite taille et ne permettaient pas une généralisation de 

leurs résultats. Il était nécessaire d’essayer d’établir un score pronostique universel dans le 

myélome multiple. Dans d’autres hémopathies, des approches basées sur l’étude d’un grand 

nombre de patients avaient permis d’établir des scores pronostiques qui sont actuellement 

universellement utilisés. C’est ainsi qu’a été défini l’IPI (Index Pronostic International) dans les 

LNH (1993). C’est par analogie avec cette approche qu’une analyse rétrospective sur 10 750 

patients a été menée en 2005 (Greipp et al, 2005). Les patients avaient été pris en charge entre 

1981 et 2002 dans différents pays en Asie, Europe ou Amérique du Nord. L’âge médian des 
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patients était de 60 ans. La majorité des patients (7 942 patients) avaient reçu une chimiothérapie 

standard et 2 808 patients avaient reçu un traitement intensif avec autogreffe. Une analyse initiale 

a été menée sur 5 383 patients constituant une « cohorte d’entrainement ». En analyse 

multivariée, les facteurs prédictifs identifiés étaient : un taux de β2m élevé (valeur seuil 3,5 

mg/l), une thrombopénie (130 000/mm3), une élévation de la créatinine (2 mg/dl), une 

hypoalbuminémie (35 g/l) et une hypocalcémie (10 mg/dl). Avec plusieurs approches statistiques 

différentes, les deux marqueurs les plus performants étaient la β2m et le taux d’albumine. En 

combinant ces deux facteurs, les auteurs ont défini un score baptisé ISS (pour International 

Staging System) permettant de classer les patients en 3 groupes de pronostique distinct. La 

répartition des patients au sein des 3 groupes ISS I, II et III était respectivement 28,9%, 37,5% et 

33,6%. La survie de ces 3 groupes était très différente avec une médiane de survie estimée pour 

chacun des groupes, à respectivement, 62, 45 et 29 mois (p=0,0001) (figure 6A). Ce score a été 

validé sur la deuxième partie de la cohorte avec une répartition identique des patients et une 

corrélation à la survie (figure 6B).  

L’ISS était validé quelque soit la zone géographique, le type de prise en charge (institution ou 

groupe coopératif), le type de traitement (chimiothérapie standard ou traitement intensif), l’âge 

des patients (valeur seuil 65 ans).  

 

 

Figure 6 : Survie en fonction de l'ISS (A) cohorte d'entrainement, (B) cohorte de validation (d'après 
(Greipp et al, 2005)). 

 

L’ISS est un score intéressant car simple, utilisable dans toutes les structures et validé dans 

plusieurs zones géographiques avec traitement intensif ou chimiothérapie conventionnelle. Il 

permet une classification homogène de tous les patients permettant une comparaison fiable des 
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essais thérapeutiques. Il est plus reproductible que la classification de Salmon et Durie. 

Cependant, les limites de l’ISS sont nombreuses (Kyle et al, 2009) : 

- Il ne peut être utilisé pour le diagnostic différentiel entre MGUS  SMM et myélome.  

- Il ne peut être utilisé qu’une fois le diagnostic de MM posé.  

- Le groupe ISS III est un groupe composite comprenant des patients dont la β2m est 

augmentée en lien avec l’activité de la maladie et des patients dont la β2m est augmenté 

en lien avec une insuffisance rénale. L’ISS n’est donc pas un bon marqueur de la masse 

tumorale et ne peut pas être utilisé pour la stratification thérapeutique.  

- L’ISS est validé pour les chimiothérapies conventionnelles et les traitements intensifs 

(avec autogreffe) mais son impact doit être évalué avec les nouvelles traitements.  

- Par ailleurs, il ne prend pas en compte les caractéristiques du clone tumoral. Les données 

des études génétiques montrent bien que l’impact pronostique de l’ISS est dépassé par les 

marqueurs génétiques. 

 

Il est intéressant de constater que l’analyse d’une grande cohorte de patients confirme les 

résultats publiés par Bataille en 1986 sur une petite cohorte de patients (Bataille et al, 1986). Cela 

prouve l’impact important de ces deux marqueurs et spécifiquement de la β2m. La β2m reste un 

des facteurs prédictifs les plus performants depuis sa description en 1980 par Norfolk (Norfolk et 

al, 1980). Cependant, à ce jour, son lien physiopathologique avec le pronostic de la maladie reste 

mystérieux.  

 

III.2.7 Comparaison de la classification de Salmon et Durie et de l’ISS 

Une étude publiée en mars 2009 a comparé la classification de Salmon et Durie avec l’ISS sur 

une cohorte multicentrique de 729 patients pris en charge entre 1995 et 2000 avec traitement par 

autogreffe (Hari et al, 2009). La durée médiane de suivi était de 56 mois. La concordance entre 

les deux classifications n’était que de 36% (tableau 5).  
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ISS

I II III

DSS

I 26 (4%) 20 (3%) 4 (1%) 50 (7%)

II 92 (13%) 104 (14%) 34 (5%) 230 (32%)

III 134 (18%) 183 (25%) 132 (18%) 449 (62%)

252 (35%) 307 (42%) 170 (23%) 36%

 

Tableau 5 : Comparaison de la classification de Salmon et Durie (DSS) avec l'ISS dans une cohorte 
de 729 patients (d'après (Hari et al, 2009)). 

 

Le score de Brier (analyse qui évalue les performances prédictives) trouvait que la classification 

de Salmon et Durie était un meilleur prédicteur. Cependant, les deux classifications avaient des 

performances prédictives faibles soulignant l’importance d’y ajouter d’autres marqueurs 

génétiques ou imagerie fonctionnelle.  

 

III.3 Facteurs pronostiques liés au clone tumoral 

Les caractéristiques intrinsèques du clone tumoral ont un impact important sur l’évolution de la 

maladie. Pour des raisons techniques, ces paramètres étaient peu pris en compte initialement. 

Avec le développement des études phénotypiques et génétiques, la caractérisation du clone 

tumoral est meilleure. Les études de cytométrie, de cytogénétique et plus récemment de 

génomique ont permis, dans un premier temps, de décrire l’hétérogénéité des plasmocytes malins 

et, dans un second temps, de corréler cette hétérogénéité avec les données cliniques pour 

identifier des facteurs pronostiques. Cependant, pour le moment, l’impact de ces facteurs sur la 

prise en charge des patients au quotidien reste faible car les techniques utilisées ne sont pas 

disponibles dans tous les laboratoires.  
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III.3.1 Capacité de prolifération 

Le paramètre le plus anciennement connu concerne les capacités prolifératives des plasmocytes 

malins. En effet, le statut prolifératif des plasmocytes malins, qu’il soit évalué sur la phase S ou 

sur l’index d’ADN après incorporation de BrdU, est inversement corrélé avec la survie des 

patients (Greipp et al, 1993; San Miguel et al, 1995; Garcia-Sanz et al, 2004). Cependant, ce 

paramètre reste difficile d’utilisation du fait de la nécessité d’analyse immédiate après le 

prélèvement car les capacités prolifératives plasmocytaires diminuent rapidement ex vivo. Il peut 

maintenant être estimé par d’autres techniques notamment génétiques avec l’étude de 

l’expression des gènes de prolifération (Bergsagel et al, 2005). 

 

III.3.2 Cytologie 

La cytologie n’est pas très discrimante dans l’étude du myélome. La forme cytologique du 

plasmocyte malin est proche de celle d’un plasmocyte normal. Il n’existe pas de morphologie 

particulière du plasmocyte malin qui pourrait le distinguer d’un plasmocyte normal. Parfois, le 

plasmocyte malin peut présenter des caractères d’immaturités : présence d’un nucléole dans le 

noyau et une taille plus grande. Une classification des MM en fonction de la  morphologie a été 

établie par Greipp (Greipp et al, 1985) en fonction de la proportion de plasmocytes matures, 

immatures, plasmablastiques sur une cohorte de 100 patients ayant un myélome au diagnostic. 

Ainsi, la forme dite mature représente 28%, la forme intermédiaire 38%, immature 19%, ou 

plasmablastique (au moins 2% de plasmablastes) 15%. La survie des patients ayant un phénotype 

plasmablastique était plus faible que les autres groupes de patients. La médiane de survie de ce 

groupe était estimée à 10 mois contre une survie médiane cumulée de 35 mois pour les autres 

groupes. L’impact de ce critère morphologique a, depuis, été confirmé sur des cohortes de 

patients traités en première ligne ou en rechute (Greipp et al, 1998).  

 

Greipp (Greipp et al, 1998) a étudié 453 patients au diagnostic de myélome. L’aspect des 

plasmocytes était étudié par deux examinateurs indépendants avec une concordance de 85%. Un 

phénotype plasmablastique a été observé chez 37 patients (8,2%). Le phénotype plasmablastique 

était associé à une fréquence accrue des complications du myélome, à un index de prolifération 

plasmocytaire plus élevé, à une EFS plus courte (EFS médiane 1,1 an contre 2,7 ans) et à une 
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diminution de la survie (survie médiane 1,9 ans contre 3,7 ans). Par ailleurs, le phénotype 

plasmablastique était un facteur pronostique indépendant de la PFS et de la survie en analyse 

multivariée.  

 

Dans une série de 75 patients avec myélome en rechute ou réfractaire traités par autogreffe, 19  

patients (28%) avaient un phénotype plasmablastique (Rajkumar et al, 1999). La PFS après 

autogreffe était plus courte dans le groupe avec phénotype plasmablastique (PFS médiane 4 

contre 12 mois  p<0,001) ainsi que la survie globale (5 mois contre 24 mois p< 0,001). Les 

auteurs proposaient un score basé sur le phénotype plasmablastique, l’index de prolifération 

plasmocytaire, les LDH et la cytogénétique. Trois groupes étaient ainsi définis en fonction du 

nombre de facteurs de mauvais pronostic présents (0, 1 ou 2 et plus) avec une survie très 

différente (médiane de survie 38 mois, 17 mois, 8 mois). 

 

La difficulté des analyses cytologiques est qu’elles dépendent de l’examinateur et qu’elles 

nécessitent des critères stricts et reproductibles.  

 

III.3.3 Phénotype 

Les analyses en cytométrie sont de plus en plus fréquemment utilisées dans l'évaluation 

pronostique des hémopathies malignes. Dans le myélome, les analyses en cytométrie sont 

réservées à la recherche ou à des cas atypiques qui nécessitent une expertise phénotypique. Les 

analyses phénotypiques réalisées depuis plusieurs années ont démontré l'hétérogénéité 

phénotypique des plasmocytes de myélome (San Miguel et al, 2002; Robillard et al, 2005). Si la 

morphologie ne permet pas la distinction entre le plasmocyte normal et malin, il existe des 

variations marquées sur le plan phénotypique qui permettent cette distinction. Tous les 

plasmocytes expriment à leur surface le CD38 et le CD138 (syndecan 1). Seuls les plasmocytes 

observés en cas de plasmocytose réactionnelle ont une expression faible voire nulle du CD138 

(Jego et al, 1999). La double expression du CD38 et du CD138 permet ainsi d’affirmer la nature 

plasmocytaire d’une cellule médullaire sans pour autant préjuger de son caractère malin 

(Ocqueteau et al, 1998).  

En situation physiologique, les plasmocytes médullaires ne représentent que 0,14-0,3% des 

cellules mononuclées. Ocqueteau a étudié, de façon comparative, le phénotype des plasmocytes 
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médullaires de 76 MGUS, 65 MM et 10 sujets sains (Ocqueteau et al, 1998). Les plasmocytes 

normaux expriment à leur surface les molécules CD138, CD38, CD19 mais sont majoritairement 

négatifs pour le CD56. Les plasmocytes malins de myélome expriment le CD138 et le CD38, 

mais sont majoritairement négatifs pour le CD19 et positifs pour le CD56. En 1994, Pellat-

Deceunynck a montré que les plasmocytes normaux expriment le CD19, le CD40 et sont négatifs 

pour le CD56 et le CD28 (Pellat-Deceunynck et al, 1994). L’augmentation de l’expression du 

CD56 est associée au MM et le CD28 est exprimé dans les formes accélérées de la maladie. Pour 

San Miguel, les plasmocytes sont normaux lorsqu’ils expriment fortement le CD138, le CD45 et 

n’expriment pas le CD56, le CD20, le CD28, le CD33 et le CD117 (San Miguel et al, 2002).  

 

III.3.3.1 Description de l’hétérogénéité 

Le plasmocyte malin a un profil phénotypique hétérogène d’un patient à l’autre et au sein même 

de la population tumorale d’un patient. Garcia-Sanz (Garcia-Sanz et al, 1999) a montré que plus 

de 70% des plasmocytes prélevés chez des patients expriment le CD56, 30 à 70% sont positifs 

pour le CD13, le CD117 et le DR et seulement 17% pour le CD20. Moins de 10% des patients 

expriment le CD15 et le CD10. Les formes leucémisées n’expriment pas le CD117 et des 

expressions variables du DR et du CD56. Robillard a rapporté aussi une expression variable du 

CD19, du CD20, du CD27, du CD56 et du CD11a dans les plasmocytes tumoraux (Robillard et 

al, 2005). L’expression du CD45 est également variable et Bataille a proposé une classification 

phénotypique basée sur l’expression du CD45 (Bataille et al, 2003). Les plasmocytes CD45+ ont 

un indice de prolifération élevé et dépendent de l’IL-6 pour la survie. A l’inverse, les plasmocytes 

CD45- ont un indice de prolifération faible et sont indépendants vis-à-vis de l’IL-6 pour leur 

survie. Au cours de l’évolution de la maladie, la perte de l’expression du CD45 traduit un stade 

avancé moins dépendant vis-à-vis de l’IL-6. 

 

III.3.3.2 Corrélation phénotype et pronostic 

Beaucoup de résultats contradictoires ont été rapportés. Les différences entre les études étaient 

liées au fait que les études étaient de petite taille avec des traitements non homogènes et que la 

technique de cytométrie n'était pas standardisée (multi couleurs, nature des anticorps et critères 

de positivité). Une standardisation des méthodes a été récemment proposée par un consensus 

européen (Rawstron et al, 2008).  
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Une étude publiée récemment par l’équipe de San Miguel a démontré l’intérêt de l’analyse 

phénotypique pour l’évaluation pronostique dans le myélome (Mateo et al, 2008). Les auteurs ont 

analysé prospectivement un grand nombre de marqueurs phénotypiques chez 685 nouveaux 

myélomes traités de manière homogène selon un protocole espagnole GEM/PETHEMA 2000 

(traitement d’induction puis autogreffe). Les analyses cytométriques étaient réalisées au 

diagnostic. La première constatation était que le profil antigénique des plasmocytes de myélome 

était très varié. Les auteurs ont étudié l’impact des marqueurs phénotypiques sur la survie sans 

progression (PFS) et la survie globale. L'expression du CD19 ou du CD28 ainsi que l'absence 

d’expression du CD117 étaient associées à une PFS et à une survie globale plus courtes. En 

combinant l'expression du CD28 et du CD117, les auteurs ont défini 3 groupes de patients  

- Un groupe de mauvais pronostic   (149 patients 23%):   CD28+ et CD117- 

- Un groupe de pronostic intermédiaire         (362 patients 56%):   CD28 - et CD117-  

ou 

CD28+ et  CD117+ 

- Un groupe de bon pronostic   (128 patients 21%) :   CD28- et CD117+ 

La médiane de PFS dans ces trois groupes était respectivement de 30, 37 et 45 mois et la médiane 

de survie était respectivement de 48 mois, 66 mois et non atteinte (avec un suivi médian de 48 

mois) (figure 7). 

 

Figure 7 : PFS (A) et survie globale (B) en fonction du phénotype (d'après (Mateo et al, 2008)). 
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Le phénotype était associé à certaines caractéristiques de la maladie et notamment à l’existence 

d’anomalies cytogénétiques. Ainsi, l'expression du CD28 était corrélée à un score ISS plus élevé, 

un taux de plasmocytes en phase S plus haut et à l'absence d'hyperdiploïdie. Le CD28 était 

corrélé à une plus grande fréquence de translocation t(4;14) et de délétion du chromosome 17p. 

L'absence de CD117 était également associé à des critères de mauvais pronostic (infiltration 

plasmocytaire médullaire, anémie, insuffisance rénale, élévation de la β2m, ISS haut, absence 

d’hyperdiploïdie) et à une plus grande fréquence des t(4;14), t(11;14) et de la délétion du 

chromosome 13. Parmi les patients ayant des critères cytogénétiques de mauvais pronostic 

(t(4;14), t(14;16) et del 17), seuls 7% étaient classés dans le groupe phénotypique de bon 

pronostic et 25% dans le groupe phénotypique de mauvais pronostic. La classification 

phénotypique proposée était indépendante de l’ISS. Chez les patients ayant un ISS à 3, le 

phénotype CD28+ CD117- identifiait un sous groupe de patients ayant une survie plus courte 

(survie à 3 ans 40%) que les patients ayant un phénotype CD28- CD117+ (survie à 3 ans 58%).  

 

En analyse multivariée sur l'ensemble des patients, le phénotype CD28+ CD117- était un facteur 

indépendant prédictif de la PFS mais pas de la survie globale. Par ailleurs, en ne tenant compte 

que des 231 patients ayant bénéficié d’une analyse cytogénétique, le phénotype CD28+ CD117- 

n’était plus identifié comme facteur prédictif indépendant contrairement à la t(4 ;14) et à la del17 

qui gardaient leur impact pronostic.  

 

Cette étude est la première à démontrer l’impact pronostic de l’analyse phénotypique des 

plasmocytes malins. Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces 

résultats et étudier le poids du phénotype par rapport aux anomalies cytogénétiques. Le 

phénotype CD28+ CD117 – est il corrélé aux anomalies cytogénétiques ou est-il un marqueur 

pronostic indépendant ?  

 

III.3.4 Cytogénétique – analyse en FISH  

L’'étude cytogénétique des plasmocytes dans le myélome a longtemps été difficile compte tenu 

du faible infiltrat médullaire et du faible index de prolifération des plasmocytes malins. La 

cytogénétique standard identifiait des anomalies chromosomiques quantitatives chez environ 30 
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% des myélomes. Le développement des techniques d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

sur cellules interphasiques a rendu possible l’analyse de cellules plasmocytaires non 

proliférantes. La FISH interphasique est à ce titre l’outil idéal, à la condition expresse qu’elle soit 

couplée à une reconnaissance obligatoire des plasmocytes (par immuno-fluorescence associée ou 

par tri plasmocytaire). Moyennant ces contraintes techniques incontournables, toutes les 

informations génétiques nécessaires à la définition du pronostic peuvent être obtenues. 

Le myélome est caractérisé par une instabilité génétique qui augmente avec la progression de la 

maladie. Les événements initiaux incluent des translocations impliquant le gène des chaînes 

lourdes d’immunoglobulines (locus 14q32) avec certains partenaires récurrents  ou une 

hyperdiploïdie. Cette phase initiale est ensuite suivie d’une instabilité complémentaire pendant la 

progression de la maladie qui inclut notamment des délétions ou des monosomies du 

chromosome 13, des activations d’oncogène, des translocations secondaires (telles que la 

translocation impliquant c-myc). Des amplifications ou des délétions de chromosome sont 

fréquentes et notamment l’amplification du bras long du chromosome 1 (gains de 1q) et la 

délétion du bras court du chromosome 17 (del17).  

 

III.3.4.1 Description de l’hétérogénéité 

Des anomalies chromosomiques quantitatives et structurales ont été identifiées dans plus de 90 % 

des myélomes et dans environ 50 % des cas de MGUS (Avet-Loiseau et al, 1998; Avet-Loiseau 

et al, 2000; Fonseca et al, 2002; Fonseca et al, 2004; Magrangeas et al, 2005). Ces études ont 

permis de dresser un «catalogue» assez précis des anomalies chromosomiques les plus 

fréquemment rencontrées.  

 

III.3.4.1.1 Translocation impliquant la région 14q32 

L’anomalie la plus fréquente est sans doute représentée par les translocations impliquant la région 

14q32 (t(14q32)) et, en particulier, le gène des chaînes lourdes d’immunoglobulines (IGH). Ces 

anomalies se retrouvent chez environ 60 % des patients (Avet-Loiseau et al, 2002; Fonseca et al, 

2003). Contrairement aux lymphomes malins (dans lesquels le partenaire de la translocation est 

spécifique du type histologique), les partenaires chromosomiques sont extrêmement variés dans 

le MM. A ce jour, plus de 30 régions chromosomiques ont été rapportées. Néanmoins, seules 

certaines d’entre elles paraissent réellement récurrentes. Par ordre de fréquence décroissante, on 
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retrouve la t(11;14)(q13;q32) (environ 20 % des patients), la t(4;14)(p16;q32) (~15 %), la 

t(14;16)(q32;q23) (~5 %), la t(6;14)(p21;q32) (<2 %) et la t(14;20)(q32;q11) (<3 %). Les autres 

cas (~15-20 % des patients) semblent correspondre à des cas uniques, laissant suspecter l’origine 

aléatoire de ces réarrangements non récurrents.  

Ces translocations entraînent la dérégulation de gènes spécifiques (tableau 6). Ainsi, la t(11;14) 

dérégule le gène CCND1, conduisant à une hyperexpression de la cycline D1, en tout point 

superposable à celle observée dans le lymphome du manteau (dans lequel la translocation est 

constante) (Chesi et al, 1996). La t(4;14) est unique, dans le sens où elle n’a jamais été décrite 

dans d’autres pathologies (mais elle n’est pas identifiable par cytogénétique conventionnelle), et 

où elle entraîne la dérégulation de 2 gènes situés de part et d’autre du point de cassure sur le 

chromosome 4 (Chesi et al, 1997). Le gène FGFR3, situé en position distale (télomérique), est 

transloqué sur le dérivé du chromosome 14, conduisant à sa surexpression. En position proximale 

par rapport au point de cassure, un gène a été identifié par clonage de la translocation : le gène 

MMSET. Ce gène (dont les fonctions restent essentiellement méconnues) comporte un domaine 

SET, qui serait impliqué dans la régulation de la conformation chromatinienne. La translocation 

conduit à la formation d’un gène chimérique sur le dérivé du chromosome 4, ce qui constitue un 

cas d’espèce dans les translocations 14q32. La t(14;16) dérégule l’oncogène MAF en le déplaçant 

sur le der(14) (Chesi et al, 1998). La t(6;14) et la t(14;20) conduisent à une hyperexpression des 

gènes CCND3 (codant pour la cycline D3) (Shaughnessy et al, 2001) et MAFB (Hanamura et al, 

2001), respectivement. Cette disparité de partenaires chromosomiques explique sans doute en 

partie l’hétérogénéité de la pathologie (Magrangeas et al, 2005). Ces anomalies chromosomiques 

impliquant le gène IGH sont très certainement très précoces dans l’oncogenèse de la maladie. En 

effet, lorsque l’on analyse des cas de MGUS, l’incidence de ces réarrangements illégitimes est 

globalement la même que dans le MM symptomatique, avec peut-être une moindre incidence de 

t(4;14) (Avet-Loiseau et al, 1999; Fonseca et al, 2002). 

 

Tableau 6 : Translocations récurrentes et gènes dérégulés par ces translocations  (d'après (Avet-
Loiseau et al, 2007)). 
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III.3.4.1.2 Hyperdiploïdie 

La seconde anomalie en terme de fréquence est l’hyperdiploïdie (50 à 60 % des patients) (Lai et 

al, 1995; Smadja et al, 2001). Sans être à proprement parler une anomalie chromosomique en soi, 

l’hyperdiploïdie est reconnue comme telle par ses caractéristiques. En effet, la nature des 

chromosomes en excès n’est pas aléatoire et touche tout particulièrement les chromosomes 

impairs (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21). Aucune explication (ni même hypothèse) n’a été avancée à 

ce jour pour expliquer ce biais dans la nature des chromosomes gagnés. Ceci est d’autant plus 

troublant que, si l’on analyse la nature des chromosomes impliqués dans les hyperdiploïdies 

d’une autre hémopathie B, la leucémie aiguë lymphoblastique de l’enfant, ceux-ci sont totalement 

différents. Quoiqu’il en soit, l’hyperdiploïdie dans le MM représente très probablement une voie 

oncogénique distincte de celle liée aux t(14q32). En effet, les réarrangements récurrents 

impliquant la région 14q32 sont pratiquement incompatibles avec une hyperdiploïdie (Fonseca et 

al, 2003). De plus, tout comme les t(14q32), l’hyperdiploïdie a été démontrée dans les MGUS, 

montrant ainsi le caractère précoce de survenue de ces anomalies (Zandecki et al, 1997).  

 

III.3.4.1.3 Délétion du bras long du chromosome 13 

La troisième anomalie est la perte de matériel chromosomique sur le chromosome 13. Cette 

anomalie a été l’une des premières à être reconnue dans les études cytogénétiques. Initialement 

décrite comme des pertes centrées sur la région 13q14, il a été montré par la suite que la très 

grande majorité de ces anomalies correspondait en fait à des monosomies 13 (Avet-Louseau et al, 

2000; Fonseca et al, 2001). Il n’est d’ailleurs pas certain que les rares délétions partielles (<10 % 

des anomalies du 13) aient la même traduction biologique que les pertes complètes. Tout comme 

les précédentes anomalies, les anomalies du 13 ont été décrites dans les MGUS, avec une 

incidence similaire à celle retrouvée dans le MM, soit de l’ordre de 40-50 %  (Avet-Loiseau et al, 

1999; Fonseca et al, 2002). La distribution de ces anomalies ne semble pas aléatoire. Alors 

qu’elles sont rarement retrouvées chez les patients hyperdiploïdes, elles sont à l’inverse 

pratiquement constantes chez les patients présentant une t(4;14), une t(14;16) ou une del(17p). Là 

encore, aucune hypothèse n’est avancée pour expliquer ce biais de répartition. Tout comme les 2 

précédentes anomalies, les anomalies du chromosome 13 sont très probablement primitives ou, 

tout du moins, surviennent lors des premiers stades de l’oncogenèse plasmocytaire. 
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III.3.4.1.4 Gains de copies du bras long du chromosome 1 

La quatrième anomalie, par ordre de fréquence est représentée par les gains de copies 

supplémentaires du bras long du chromosome 1 (ou gains de 1q). Cette anomalie n’est pas 

spécifique au myélome. Elle a été décrite dans de très nombreuses hémopathies malignes, mais 

également dans de nombreux types de tumeurs solides. Récemment, l’équipe de Little Rock a 

rapporté des données d’analyse de profils d’expression génique, montrant une très forte 

corrélation entre des gains de 1q et l’hyperexpression d’un gène dénommé CKS1B (Shaughnessy 

et al, 2005). Par analyse FISH, ils ont montré que tous les cas d’hyperexpression de ce gène 

étaient associés à la présence de 1 à 4 copies supplémentaires de ce gène. Ces données ont été 

confirmées dans une série de l’IFM. Le rôle biologique de cette anomalie n’est pas connu, tout au 

plus peut-on supposer un rôle de cette protéine dans la régulation positive du cycle cellulaire. 

Cette anomalie ne paraît pas primitive puisque non retrouvée dans les MGUS, et à l’inverse, très 

fréquente en rechute. Cependant, la preuve formelle de l’implication de ce gène dans 

l’oncogenèse du myélome n’a pas été apportée à ce jour. D’autres oncogènes comme BCL9 font 

partie de l’amplicon et représentent de bons candidats potentiels comme cibles de ces anomalies. 

 

III.3.4.1.5 Délétion du bras court du chromosome 17 

La dernière anomalie récurrente, sans doute importante au plan biologique dans le myélome, est 

la perte du bras court du chromosome 17 (del(17p)). Les études se sont concentrées sur le gène de 

la P53, situé en 17p13. Par analyse FISH, la plupart des études montrent une perte de ce gène 

chez près de 10 % des patients atteints de MM, mais exceptionnellement dans les cas de MGUS 

(Drach et al, 1998; Avet-Loiseau et al, 1999). La cible principale de ces délétions n’est pas 

connue à ce jour. En effet, toutes les études se sont focalisées de manière arbitraire sur le gène de 

la P53, sans aucun rationnel scientifique. En effet, ce gène est très rarement muté au diagnostic 

dans le MM, et même en phase terminale, le taux de mutation est faible (Preudhomme et al, 

1992). De même, la perte d’un allèle de ce gène nécessiterait une mutation du second allèle pour 

avoir une implication biologique. Tout ceci plaide plutôt pour une cible autre que la P53, qui 

reste toutefois à découvrir.  
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III.3.4.1.6 Translocations secondaires 

Parmi les translocations secondaires, les plus fréquentes sont celles qui impliquent le locus du 

gène c-myc (Avet-Loiseau et al, 2001). Les mécanismes de ces translocations sont multiples 

(t(8;14), t(8;22), autres partenaires,…). Dans une cohorte de 610 patients atteints de myélome ou 

de leucémie à plasmocytes, une translocation c-myc était mise en évidence chez 15% des 

patients. Ces données ont été confirmées sur une plus large cohorte de 1 086 patients de l’IFM 

avec une fréquence des translocations c-myc mise en évidence chez 74 patients sur les 571 testés 

(13%) (Avet-Loiseau et al, 2007).  

 

III.3.4.2 Implications pronostiques  

La principale conséquence pratique de la recherche de ces anomalies chromosomiques est 

l’implication pronostique. Alors que le poids pronostique des anomalies chromosomiques est 

parfaitement démontré dans la plupart des hémopathies malignes aiguës, leur impact dans le MM 

est de démonstration récente. La majorité des anomalies pronostiques reconnues confèrent un 

pronostic défavorable (tableau 7).  

 

 

 

Tableau 7 : Fréquence des principales anomalies chromosomiques et impact pronostique (d'après 
(Decaux et al, 2007)). 

 

III.3.4.2.1 Délétion du bras long du chromosome 13 

La première reconnue a été la perte partielle ou totale du chromosome 13, ou del(13)  (Avet-

Loiseau et al, 1999; Facon et al, 2001; Fonseca et al, 2002). Ces pertes (le plus souvent totales) 

de matériel génétique sont associées à une survie sans événement, mais aussi une survie globale, 
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significativement plus courtes. Un modèle pronostique combinant la délétion du chromosome 13 

et la valeur de la béta2-microglobuline sérique a été décrit (Facon et al, 2001). Plusieurs 

questions restent sources de débats quant au poids pronostique lié à la del(13). Une première 

question concerne le mode de détection de ces anomalies. Il semble en effet que leur mise en 

évidence par la cytogénétique conventionnelle confère un poids pronostique défavorable plus fort 

qu’une détection par FISH (Shaughnessy et al, 2003). Cette constatation n’est pas surprenante 

lorsque l’on connaît le poids pronostique de la prolifération plasmocytaire dans le MM. Par 

définition, la détection d’anomalies chromosomiques par la cytogénétique nécessite l’obtention 

de cellules en métaphases, et donc une prolifération substantielle. La détection par cytogénétique 

combine donc 2 facteurs de mauvais pronostic, la del(13) et la prolifération, expliquant l’impact 

pronostique supérieur. Mais il faut aussi prendre en compte que la cytogénétique n’est 

informative que dans 30 % des cas. La seconde question concerne le pourcentage de plasmocytes 

présentant la délétion. Récemment, l’IFM a montré que le poids pronostique était directement 

proportionnel à ce pourcentage (données non publiées). Enfin, la troisième question est la 

quantité d’information pronostique portée par la del(13) seule. La del(13) est fréquemment 

associée à d’autres anomalies chromosomiques comme la t(4;14) ou la del(17p), elles-mêmes 

associées à un pronostic défavorable. Des données récentes de l’IFM ont démontré que l’essentiel 

de l’information pronostique est porté par les autres anomalies, et non par la del(13) (Avet-

Loiseau et al, 2007). Cette question est très importante pour la stratégie pronostique à développer, 

et demande d’autres études indépendantes. 

 

III.3.4.2.2 Translocation impliquant la région 14q32 

Les translocations t(4;14) et t(14;16) sont associées avec un pronostic redoutable (Moreau et al, 

2002; Fonseca et al, 2003). Les données les plus solides concernent la t(4;14), essentiellement en 

raison de son incidence plus élevée. Toutes les données convergent vers une survie 

significativement plus courte, malgré un taux de réponse non différent des autres MM. Les 

données les plus matures sont sans doute celles de l’IFM, les patients présentant une t(4;14) ayant 

une survie médiane sans événement de l’ordre de 21 mois, malgré deux intensifications 

thérapeutiques avec autogreffe (Moreau et al, 2007). Ces patients pourraient bénéficier d’un 

traitement spécifique mais il reste à identifier. Les principales voies de recherche actuelles 

concernent l’utilisation d’inhibiteurs de l’activité kinase du FGFR3, tout en gardant en mémoire 
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que près de 30 % des patients présentant une t(4;14) n’hyperexpriment pas la protéine FGFR3  

(Keats et al, 2003). Les données concernant la t(14;16) sont plus parcellaires, mais concordent 

vers une survie significativement plus courte  (Fonseca et al, 2003). Il est intéressant de noter que 

ces 2 translocations sont très rarement rencontrées dans les MGUS, probablement en raison d’une 

malignité intrinsèque liée à la dérégulation des gènes cibles (Avet-Loiseau et al, 2002). 

 

III.3.4.2.3 Délétion du bras court du chromosome 17 

Enfin, les délétions du bras court du chromosome 17, sont également associées avec un mauvais 

pronostic (Drach et al, 1998). A la différence des anomalies décrites précédemment, la del(17p) 

est sans doute un événement oncogénique secondaire, acquis au cours de l’évolution de la 

maladie. Son incidence au diagnostic est peu élevée (~10 %), rendant difficiles les analyses 

pronostiques. L’IFM a analysé 60 patients présentant une del(17p) et traités par deux 

intensifications thérapeutiques avec autogreffe médullaire. La survie médiane sans événement de 

ces 60 patients (tous âgés de moins de 65 ans) était de 17 mois. Ces patients sont candidats à des 

thérapeutiques spécifiques, tout le problème étant de définir une cible thérapeutique potentielle, 

et donc de comprendre la biologie de ce type de MM.  

 

III.3.4.2.4 Hyperdiploïdie et gains de copies du bras long du chromosome 1 

Certaines anomalies restent de pronostic incomplètement défini. Ainsi, l’hyperdiploïdie a été 

décrite comme étant associée à un pronostic favorable. Toutefois, les quelques études qui ont 

rapporté cet effet bénéfique reposaient sur la cytogénétique conventionnelle (qui n’explore que 

30 % des patients), et mélangeaient tout type de traitement. Des études prospectives sont 

nécessaires, le principal problème résidant dans le mode d’étude de la ploïdie. Par ailleurs, 

plusieurs études de génomiques ont montré que les myélomes hyperdiploïdes n’étaient pas un 

sous groupe homogène de patients (Bergsagel et al, 2005; Chng et al, 2007). Nos données au sein 

de l’IFM semblent néanmoins confirmer cet effet bénéfique, même si le poids pronostique ne 

paraît pas majeur.  

Une étude récente de l’équipe de Little Rock insiste sur le rôle pronostique majeur des gains de 

copies de 1q  (Shaughnessy et al, 2005). Dans leur étude, ces gains représentent le principal 

facteur prédictif d’une survie courte, y compris avec des approches thérapeutiques extrêmement 

intensives. Le rôle pronostique de ces gains de 1q a été confirmé dans une cohorte de patients 
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traités dans les essais de l’IFM mais ce facteur pronostique disparaissait en analyse multivariée, 

recouvert par d’autres paramètres chromosomiques et non chromosomiques (Avet-Loiseau et al, 

2007). Enfin, la t(11;14) semble être neutre en terme de pronostic. 

 

III.3.4.2.5 Translocations c-myc 

Les translocations c-myc n’ont aucun impact pronostique (Avet-Loiseau 2007). 

 

III.3.4.2.6 Poids des différents marqueurs cytogénétiques 

Pour essayer d’évaluer le poids de chacun de ces marqueurs cytogénétiques, une étude a été 

menée par l’IFM sur les 1 086 patients inclus dans les protocoles IFM99 (Avet-Loiseau et al, 

2007). L’objectif était d'établir l'incidence et la pertinence clinique des anomalies génétiques dans 

ce grand groupe de patients traités par traitement intensif avec autogreffe et un suivi médian 

supérieur à 3 ans. La majorité des patients ont été analysés pour les anomalies chromosomiques 

suivantes: del(13), t(11;14), t(4;14), hyperdiploïdie, translocations c-myc, del(17p), et gains du 

1q. Les résultats montraient que 90% des patients avaient des anomalies génétiques. La délétion 

du chromosome 13 (del(13)) était l'anomalie la plus fréquente (48%). La fréquence des autres 

anomalies chromosomiques était : hyperdiploïdie (39%), des gains 1q (35%), t(11;14) (21%), 

t(4;14) (14%), translocations c-myc (13%) et del(17p) (11%).  

En analyse univariée, seules 2 anomalies chromosomiques n’étaient pas corrélées à la survie: 

t(11;14) et les translocations c-myc (tableau 8).  

 

 

 

Tableau 8 : Impact des anomalies chromosomiqes sur l'EFS et la survie globale (d'après (Avet-
Loiseau et al, 2007)). 
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Une analyse multivariée incluant des facteurs cytogénétiques et biologiques a retenu 3 variables 

indépendantes ayant un impact sur la survie : del(17p), (p<0,001, rapport de risque = 3,93), β2 

microglobuline sérique supérieure à 4mg/l, (p<0,001, rapport de risque = 2,83) et t(4;14), 

(p<0,001, rapport de risque = 2,78). La figure 8 illustre l’impact pronostique sur la survie de la 

translocation t(4;14) et de la délétion du bras court du chromosome 17 en combinaison avec le 

taux de béta2-microglobuline sérique. Ce modèle pronostique performant remplace le modèle 

combinant la délétion du chromosome 13 et le taux de beta2-microglobuline sérique. 

 

 

Figure 8 : Survie en fonction du taux de beta2 microglobuline, de la translocation t(4;14) et de la 
délétion du chromosome 17 (del17) (d'après (Avet-Loiseau et al, 2007)). 

 

Les médecins de la Mayo Clinic ont défini un score baptisé mSMART pour identifier les 

myélomes à haut risque (Stewart et al, 2007; Kyle et al, 2009). Les critères inclus dans ce score 

sont : 

- en cytogénétique conventionnelle : présence d’une hypodiploïdie ou d’une délétion du 

chromosome 13 

- en FISH : présence d’une t(4 ;14), d’une t(14 ;16) ou d’une del17p 

- un index de prolifération plasmocytaire supérieur à 3% 
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La présence d’un de ces facteurs suffit à définir un patient comme à haut risque. Environ 25% des 

patients sont ainsi considérés comme à haut risque. Les autres patients, notamment les patients 

ayant une t(11 ;14) une t(6 ;14) ou une hyperdiploïdie, sont considérés comme à risque standard. 

 

III.3.4.3 Impact des nouvelles drogues du myélome 

Les données décrites sont issues de cohorte de patients traités par chimiothérapies 

conventionnelles ou traitements intensifs avec autogreffe. L’impact des anomalies cytogénétiques 

décrites ne semble pas être le même chez des patients traités avec les nouvelles drogues du 

myélome. Plusieurs études ont montré que le bortezomib effaçait le mauvais pronostic conféré 

par la t(4 ;14) ou la del13 (Jagannath et al, 2007; Sagaster et al, 2007). Dans l’étude VISTA, les 

26 patients ayant une anomalie cytogénétique de mauvais pronostic (t(4 ;14), t(14 ;16) ou del 

17p) avait le même taux de RC (28%) que les 142 patients n’ayant aucune de ces anomalies (San 

Miguel et al, 2008). Le TTP et la survie des ces deux groupes étaient identiques (p=0,55 et 

p=0,99).  

Une étude sur 130 patients traités par lenalidomide – dexamethasone a montré que les patients 

ayant une t(4 ;14) et une del13 avaient un TTP et une survie identiques aux autres patients (Reece 

et al, 2009). En revanche, le TTP et la survie étaient moins bons chez les patients ayant une del17 

traitée par lenalidomide. Sur une étude de 100 patients traités par lenalidomide, Kapoor a montré 

que les patients identifiés comme de mauvais pronostic avec le score mSMART de la Mayo 

Clinic avaient une PFS et un TTP plus courts que les patients à risque standard (Kapoor et al, 

2009). La survie globale n’était cependant pas diminuée.  

Des études complémentaires sur des cohortes plus importantes de patients sont nécessaires pour 

décrire plus clairement l’impact des anomalies cytogénétiques chez les patients traités par les 

nouvelles drogues du myélome. Cependant, les données déjà disponibles permettent d’envisager 

dans un avenir proche des stratégies thérapeutiques personnalisées (par exemple, en évitant la 

prescription de lenalidomide chez les patients ayant une del(17p) si les résultats de Reece se 

confirment).  

 

III.3.4.4 Impact des anomalies génétiques 

Les données récemment obtenues sur la cytogénétique du MM par différentes équipes à travers le 

monde permettent de conclure à l’impact majeur de la génétique sur la survie des patients. 
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Compte tenu des différences de survie obtenues, la recherche de ces anomalies au diagnostic est 

devenue un élément incontournable dans la définition du pronostic, et donc dans la mise en place 

de la stratégie thérapeutique du MM. Un groupe d’experts réunis sous l’égide de l’IMWG a 

présenté ses recommandations lors du dernier Myeloma Workshop de Washington 

(http://www.mw-delhi09.com/spargoDocs/Consensuspaneltwo.pdf). Les experts recommandent 

de pratiquer chez tous les patients au diagnostic une analyse des plasmocytes médullaires en 

cytogénétique standard et en FISH pour rechercher : une délétion du chromosome 13 ou de son 

bras long (en cytogénétique standard uniquement), un t(4;14), une t(14;16), une del17. 

Cependant, avec la généralisation de l’utilisation des nouvelles drogues, l’impact pronostic de 

certaines de ces anomalies va probablement disparaître. Il est nécessaire de prévoir de nouvelles 

études pour analyser l’impact des facteurs pronostiques génétiques chez les patients traités par 

des combinaisons comprenant un ou plusieurs des nouveaux traitements du myélome. Il est 

également important de rechercher de nouvelles anomalies génétiques pouvant être associées à la 

réponse aux nouveaux traitements.  

 

Les analyses en FISH offrent l’avantage d’être utilisable en routine. Leur principal inconvénient 

est de ne prendre en compte que des anomalies ciblées et connues. Elles ne reflètent qu’une partie 

de l’hétérogénéité génétique du myélome et de la biologie de la maladie. Par ailleurs, elles ne 

peuvent pas permettre la découverte de nouvelles anomalies. Compte tenu de l’instabilité 

génétique du myélome, il existe de nombreuses anomalies génétiques rendant difficiles 

l’identification des anomalies significatives. Alors que la majorité des anomalies génétiques sont 

probablement liées au hasard et représentent un « bruit de fond », les anomalies génétiques 

pertinentes et pronostiques peuvent être minimes. Ainsi, alors que la del13 a été longtemps 

considérée comme un facteur pronostic majeur dans le myélome, les données récentes de l’IFM 

indiquent que l’essentiel de l’information pronostique est porté par les autres anomalies, et non 

par la del(13) (Avet-Loiseau et al, 2007). Cette information n’a pu être obtenue qu’après étude 

d’un grand nombre de patients.  

 

III.3.5 Etude de génomique – puces à ADN 

Les puces à ADN sont des supports solides sur lesquels sont disposés, de manière ordonnée, des 

milliers de molécules d'ADN correspondant aux gènes que l'on souhaite analyser. Les puces à 
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ADN permettent soit de mesurer des pertes ou des gains de chromosomes, de détecter des pertes 

d’hétérozygotie sur l’intégralité du génome si la cible marquée est de l’ADN génomique, soit de 

mesurer des niveaux d’expression de l’ensemble des gènes du génome si la cible marquée est de 

l’ARN (génomique transcriptionnelle). Leur analyse, basée sur le principe de l'hybridation 

moléculaire, permet d'effectuer des études jusqu'alors réalisées au moyen des techniques 

classiques de biologie moléculaire (northern- ou southern-blots), mais avec deux différences 

majeures : l'immobilisation de la séquence génomique connue sur un support solide et une 

miniaturisation qui permet d'intégrer de nombreuses cibles en parallèle. L'utilisation des puces à 

ADN offre un large champ d'applications, tant fondamentales que cliniques.  

 

De développement récent, ces techniques permettent de s’affranchir du « bruit de fond » de 

l’instabilité génétique du MM. Les études menées par quelques équipes dans le monde, dont la 

nôtre, ont permis d’éclater le MM en plusieurs entités nosologiques, de définir de nouvelles 

cibles thérapeutiques et de définir des marqueurs prédictifs de la survie ou de la réponse aux 

traitements permettant d’envisager une prise en charge plus individualisée du MM.  

 

Les premières études étaient des analyses de génomique transcriptionnelle (étude des profils 

d’expression génique). Les études de génomique transcriptionnelle menées par notre équipe sont 

l’objet de cette thèse et vont être présentées dans le chapitre V (Etude des profils d'expression 

génique dans le myélome multiple). 
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IV. Génomique transcriptionnelle (Etudes des 

profils d’expression génique) 

IV.1 Historique  

Les premières puces à ADN ont été décrites par Schena il y a environ 15 ans. Il s’agissait de 

lames de verre sur lesquelles étaient déposés des fragments d’ADN complémentaire. Deux 

échantillons d’ARN étaient marqués par deux fluorochromes différents et hybridés 

simultanément sur la même puce. Le ratio des intensités permettait d’estimer l’expression relative 

des gènes étudiés. Dans une première étude, le nombre de fragments d’ADN déposés sur les 

puces était 48 et les échantillons testés étaient issus d’une plante (Arabidopsis thaliana) soit 

sauvage, soit transgénique (Schena et al, 1995). Dans une seconde étude, la même équipe a utilisé 

des puces comportant 1 056 fragments d’ADN pour comparer des échantillons d’ARN issus de 

cellules humaines de la lignée Jurkat et des échantillons d’Arabidopsis thaliana (Schena et al, 

1996). Ces travaux ont montré qu’il était possible de mesurer chez l’homme l’expression 

simultanée d’un grand nombre de gènes. Depuis la description de ces premières puces à ADN, les 

progrès technologiques ont permis le développement de puces à oligonucléotides correspondant à 

l’ensemble des 35 000 gènes humains dont l’expression peut ainsi être analysée simultanément. 

 

Rapidement, cette technologie a été utilisée pour l’étude des cancers. Ainsi en 1996, DeRisi 

utilisait une puce comportant 1 161 fragments d’ADN pour étudier une lignée cellulaire humaine 

de mélanome (UACC-903) (DeRisi et al, 1996). Les auteurs ont comparé le profil d'expression de 

cette lignée cellulaire cancéreuse de mélanome avec le profil de la même lignée dont le 

phénotype cancéreux avait été annulé par l'introduction du chromosome 6 et ont pu ainsi 

identifier plusieurs gènes potentiellement responsables du caractère tumoral. Initialement, les 

études portaient sur des cultures de lignées cellulaires pour diminuer « le bruit de fond ». Depuis, 

de nombreuses études ont été menées sur des cellules issues de patients dans les cancers solides 

et les hémopathies malignes et ont montré l’intérêt de l’étude des profils d'expression génique 

pour la classification des cancers.  
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IV.2 Types d’analyse utilisés pour l’étude des niveaux d’expression 

des gènes 

Schématiquement, deux types d’analyse sont utilisés dans l’étude des profils d'expression 

génique dans les cancers (Baron et al, 2007; Minvielle 2007) :  

- analyse de regroupement hiérarchique non supervisée : Cette approche consiste à 

rechercher, sans a priori, de nouveaux sous-groupes dans une tumeur sur la base de 

signatures d’expression génique communes. Elle utilisait initialement le programme 

Cluster développé par Eisen et al. à Standford (programme disponible sur 

http://rana.lbl.gov). Les échantillons les plus similaires sont regroupés entre eux sur la 

base de leur profil d’expression des gènes analysés. Parallèlement, les gènes corrélés entre 

eux sont également regroupés sur la base de leurs niveaux d’expression dans les 

échantillons étudiés. Le degré de similarité des échantillons ou des gènes entre eux est 

évalué par le coefficient de corrélation de Pearson, calculé sur la base des niveaux 

d’expression génique. Ces corrélations permettent de regrouper les profils les plus 

similaires entre eux, sous la forme d’un dendrogramme, les longueurs des branches reliant 

les échantillons reflètent le degré de similarité entre ces échantillons. Un arbre du même 

type peut être tracé au niveau des gènes, en mesurant les corrélations d’expression des 

gènes à travers les différents échantillons. Une représentation graphique sous forme d’une 

matrice de couleur est ensuite couplée à cette classification et permet la visualisation de 

l’ensemble des résultats. Dans cette représentation, les lignes correspondent aux gènes et 

les colonnes aux échantillons, les niveaux de couleurs reflètent les niveaux d’expression 

génique. L’échelle de couleur va du vert au rouge. Les valeurs relatives les plus faibles 

sont en vert, les plus fortes en rouge et celles proches de la médiane en noir. Cette 

représentation est effectuée par le programme Treeview (disponible sur 

http://rana.lbl.gov). Cette vue d’ensemble est indispensable pour s’assurer de la qualité 

des expériences et avoir une idée globale des gènes activés ou réprimés. Elle permet de 

mettre en évidence rapidement les groupes de gènes les plus contrastés et de tenter de 

définir des signatures biologiques distinguant différentes classes d’échantillons. 

L'utilisation de cette approche a montré qu'elle permettait une classification des tumeurs 

aussi efficace que les méthodes classiques, mais surtout, dans certains cas, l'identification 

http://rana.lbl.gov/
http://rana.lbl.gov/
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de nouvelles classes de tumeurs mieux corrélées avec le devenir des patients (Alizadeh et 

al, 2000).  

- analyse supervisée (prédiction de classe) : Cette approche consiste à comparer des 

groupes prédéfinis d’échantillons (par exemple plasmocytes normaux et tumoraux) et 

permet d’identifier les gènes les plus discriminants entre les différents groupes. Par 

extension, les gènes identifiés permettent de prédire l’appartenance à un groupe.  

 

Ces deux approches ont été utilisées dans différents cancers et hémopathies malignes et ont 

permis d’améliorer la classification des tumeurs, d’étudier les voies d’oncogenèse, d’identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques et de prédire la survie des patients. Les études menées dans les 

leucoses aigües et les lymphomes malins non hodgkiniens illustrent ces deux approches et les 

différents renseignements que peuvent apporter les profils d'expression génique : 

physiopathologie, classification, prédiction.  

 

IV.2.1 Analyse non supervisée 

Cette approche a été utilisée par Alizadeh pour analyser les données d’expression de 40 

échantillons de lymphome malin non hodgkinien B à grandes cellules (LNHGC) et les comparer 

à celles de cellules normales de la lignée B à différents stades de différenciation (Alizadeh et al, 

2000). L’analyse non supervisée a mis en évidence une hétérogénéité des profils d'expression 

génique des LNHGC permettant d’identifier deux groupes. Chaque groupe était associé à une 

étape distincte de la différenciation des lymphocytes. Un groupe présentait une signature 

d’expression proche de celle des lymphocytes B normaux issus d’un centre germinatif (groupe 

« centre germinatif ») et l’autre proche de celle des lymphocytes B du sang circulant activés in 

vitro par des anticorps anti IgM (groupe « B activés »). Cette hétérogénéité moléculaire était 

associée à une évolution clinique différente. Les patients du groupe « centre germinatif » avaient 

une survie prolongée par rapport aux patients du groupe « B activés ». Alors que la survie globale 

à 5 ans de l’ensemble des patients était de 52%, elle était respectivement estimée à 76% et 16% 

chez les patients des groupes « centre germinatif » et « B activés ». La valeur pronostique de cette 

classification était indépendante de celle de l’index pronostique international des lymphomes 

(IPI).  
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Ces données ont été validées par Rosenwald sur une cohorte indépendante de 240 patients 

(Rosenwald et al, 2002). L’analyse non supervisée identifiait 3 groupes de patients : un groupe 

« centre germinatif » (115 patients - 48%), un groupe « B activé » (73 patients – 30%) et un 

groupe appelé « type 3 » qui n’exprimait aucune des deux signatures (51 patients – 21%). Ces 

trois sous groupes n’étaient pas reliés à un type histologique particulier et n’étaient pas corrélés 

avec les groupes de risque définis par l’IPI. La survie des patients après chimiothérapie était 

différente entre les groupes. La survie à 5 ans était estimée à 60% pour le groupe « centre 

germinatif », 39% pour le groupe « type 3 » et 35% pour le groupe « B activé » (figure 9).  

 

 

Figure 9 : Survie des différents sous groupes de lymphome malin non hodgkinien B à grandes 
cellules décrit par Rosenwald (d’après (Rosenwald et al, 2002)). 

 

IV.2.2 Analyse supervisée : 

Golub a comparé les profils d'expression génique de 27 cas de leucémie aigüe lymphoblastique 

(LAL) et 11 cas de leucémie aigüe myéloblastique (LAM) pour identifier les gènes dont 

l’expression est corrélée au type de leucémie aigüe (Golub et al, 1999). L’analyse statistique a 

identifié 1 100 gènes dont l’expression est différente entre LAL et LAM. Les 50 gènes les plus 

discriminants ont ensuite été sélectionnés et un score résumant l’expression de ces 50 gènes a été 

créé. La valeur de ce score a été utilisée pour prédire le type de leucose aigüe des patients. 

L’utilisation de ce score classait correctement 36 patients sur les 38 de la cohorte initiale. Il a été 
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testé sur une cohorte de validation indépendante et classait correctement 29 patients sur 34. 

L’utilisation des profils d'expression génique a donc permis la construction d’un score permettant 

de prédire le type de leucose aigüe. Plus récemment, l’équipe d’Haferlach a montré que les 100 

gènes les plus discriminants entre les 12 sous-types diagnostiques de leucémie pouvaient prédire 

l’appartenance à l’un de ces sous-groupes avec une précision de 95,1 % (Haferlach et al, 2005). 

Dans une étude de pharmacogénomique, Holleman a identifié 124 gènes associés à la résistance 

des cellules leucémiques à quatre agents anticancéreux (prednisolone, vincristine, asparginase et 

daunorubicine). Cette combinaison de gènes était prédictive de la rechute (Holleman et al, 2004).  

 

Dans son étude sur 240 cas de LNHGC, Rosenwald (Rosenwald et al, 2002) a identifié les gènes 

dont l’expression était corrélée à la survie des patients. Les 17 gènes les plus discriminants ont 

été associés pour élaborer un score permettant de classer les patients. La survie des patients était 

corrélée à la valeur du score. Les patients ont été séparés en quartiles sur la base de la valeur de 

ce score. La survie était très différente en fonction du quartile. Le score ainsi défini et l’IPI était 

indépendant. Le score permettait notamment d’identifier des patients ayant une survie prolongée 

au sein du groupe des patients  de mauvais pronostic selon l’IPI (IPI élevé). Ce score était un 

meilleur prédicteur que la classification moléculaire car il permettait d’identifier des sous groupes 

de patients ayant une survie différente au sein des groupes « centre germinatif », « B activé » et 

« type 3 » (figure 10).  

 

 

Figure 10 : Survie en fonction du score prédictif dans les différents sous groupes lymphome malin 
non hodgkinien B à grandes cellules (d'après (Rosenwald et al, 2002)). 

 

Des études ont également été menées dans des cancers solides et notamment dans les cancers du 

sein et les cancers pulmonaires. Ainsi, un groupe néerlandais a identifié et validé dans le cancer 

du sein une signature de mauvais pronostic composée de 70 gènes (van 't Veer et al, 2002), 
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prédictive de la survenue précoce de métastase. Dans une étude plus large, cette équipe a montré 

que ce prédicteur moléculaire était plus puissant pour prédire l’évolution de la maladie chez les 

jeunes patientes que le système de classification habituel basé sur des critères cliniques et 

biologiques (van de Vijver et al, 2002).  

IV.3 Amélioration des connaissances de la physiopathologie des 
pathologies étudiées 

L’analyse des gènes discriminants entre les sous-groupes permet d’améliorer les connaissances 

de la physiopathologie des pathologies étudiées. Ainsi, dans l’étude de Golub (Golub et al, 1999), 

les gènes discriminants étaient des gènes associés à la différentiation B mais également des gènes 

impliqués dans différents processus cellulaires (cycle cellulaire,  transcription, adhésion 

cellulaire), des oncogènes (c-MYB, E2A) et un gène codant pour la principale cible de 

l’etoposide (topoisomérase II). Ainsi, les gènes identifiés comme discriminants entre deux 

groupes de patients permettent de prédire l’appartenance à un groupe mais peuvent également 

permettre d’améliorer les connaissances de la physiopathologie ou de la pharmacologie.    

 

Ces résultats prouvent que les profils d'expression génique permettent d’identifier des sous 

groupes de patients au sein de cohortes apparemment homogènes sur les critères clinico-

biologiques et histologiques habituels. Ces résultats illustrent les deux principaux objectifs de 

l’étude du transcriptome. Le premier est scientifique visant à une meilleure compréhension de la 

physiopathologie des tumeurs et de leurs mécanismes d’oncogenèse. Il utilise la comparaison des 

cellules tumorales entre elles ou avec les cellules saines correspondantes. L’autre objectif est 

d’ordre médical et vise à améliorer le diagnostic, l’évaluation du pronostic et la prise en charge 

thérapeutique des patients par confrontation des données de transcriptome avec les 

renseignements cliniques.  
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V. Etude des profils d'expression génique dans le 

myélome multiple 

Les premières études de génomique transcriptionnelle dans le myélome ont été menées au début 

des années 2000. Les travaux initiaux étaient des études de faisabilité et de validation de la 

technique. Initialement, elles concernaient principalement la physiopathologie des plasmocytes 

malins. Le recul était insuffisant pour corréler les données d'expression avec les données 

cliniques, la réponse au traitement ou la survie. Par la suite, des études sur des cohortes 

importantes de patients ont démontré l’hétérogénéité génétique du myélome et ont conduit à 

proposer des classifications moléculaires du myélome. Plus récemment, des études couplant 

l’analyse des profils d'expression génique avec les données cliniques et évolutives des patients 

ont permis d’identifier des marqueurs moléculaires prédictifs de la survie ou de la réponse aux 

traitements. Enfin, des études ont été menées sur des lignées de myélome exposées à différents 

traitements et ont permis de comprendre les mécanismes d’action des traitements et de découvrir 

de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.  

 

Ces études ont été menées concurremment dans notre équipe et dans d’autres laboratoires dans le 

monde, notamment par l’équipe de Shaugnessy à Little Rock (University of Arkansas for 

Medical Sciences). Ces travaux vont être présentés en parallèle dans les pages suivantes. 

V.1 Faisabilité et mise en évidence de gènes non reliés à la 

physiopathologie du myélome 

L’équipe de De Vos a été la première à utiliser l’étude des profils d'expression génique dans le 

myélome. Les auteurs ont utilisé une puce correspondant à 268 gènes impliqués dans des voies de 

signalisation variées (De Vos et al, 2002). Les échantillons analysés étaient 6 lignées de 

myélome, 4 lignées B lymphoblastoïdes (induits chez des patients à partir de B périphériques par 

infection EBV) et des plasmocytes médullaires prélevés chez un patient atteint de myélome. 

L’analyse non supervisée séparait les échantillons en deux groupes, l’un correspondant aux 

lignées de myélome et aux plasmocytes de myélome et l’autre correspondant aux lignées B 

lymphoblastoïdes. L’analyse de l’expression des gènes discriminants trouvait une surexpression 
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relative des récepteurs de l’IL6 (IL6 R) et de l’IGF1 (IGF1 R) dans les lignées de myélome. Ces 

observations correspondaient à des données biologiques connues dans le myélome et permettaient 

de valider la technique utilisée. Par ailleurs, l’analyse trouvait une surexpression relative de gènes 

impliqués dans des voies de signalisation qui n’étaient pas reliées au myélome. Les résultats ont 

été confirmés par RT-PCR et western blot montrant la corrélation entre les résultats des profils 

d'expression génique, la synthèse d’ARN et la synthèse protéique.  

 

Plus récemment, Claudio a combiné une approche de séquençage d’ADN à haut débit et d’étude 

du profil d'expression génique à partir d’ARN issu de plasmocytes médullaires de myélome et de 

plasmocytes circulants issus d’une leucémie à plasmocytes (Claudio et al, 2002). Avec cette 

double approche, les auteurs ont identifié 9 732 gènes exprimés par les plasmocytes malins. A 

partir de cette liste de gènes, une puce correspondant à 4 300 gènes a été établie et utilisée pour 

analyser les profils d'expression génique de 18 lignées de myélome et 6 lignées hématologiques 

non myélomateuses. Cette analyse a permis d’identifier 52 gènes discriminants entre les deux 

types de lignées. Certains de ces gènes sont impliqués dans la biologie des plasmocytes (CD138, 

XBP1,…), d’autres correspondent à des gènes sans lien connu avec la biologie des plasmocytes 

(HSP 70, TRA1,…). Les données d’expression ont été contrôlées par RT-PCR. 

 

Ces deux premières études : 

- ont démontré que l’analyse des profils d'expression génique de plasmocytes était possible. 

- ont participé à la validation de la technologie par l'obtention de résultats conformes à ceux 

obtenus avec d'autres approches (RT-PCR, western blot,…). 

- ont démontré que l’étude des profils d'expression génique pouvait permettre la description de 

nouveaux gènes impliqués dans la physiopathologie du myélome. 
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V.2 Comparaison des plasmocytes malins avec des plasmocytes 

normaux 

Les plasmocytes malins de myélome proviennent de la transformation maligne de plasmocytes 

médullaires normaux. Par ailleurs, dans la majorité des cas, le myélome est précédé par 

l’apparition d’une MGUS qui représente un véritable stade prétumoral du myélome. La 

comparaison des profils d'expression génique de plasmocytes normaux et tumoraux permettait 

d’envisager une meilleure connaissance des mécanismes de l’oncogenèse du myélome. 

Cependant, l’analyse des plasmocytes normaux est difficile car, chez un individu sain, le 

pourcentage de plasmocytes médullaires est très faible inférieur à 1%. Pour contourner cette 

difficulté, deux approches différentes ont été menées à la même période : 

- l’équipe de Shaugnessy a utilisé une méthode de purification immuno magnétique des 

plasmocytes médullaires basée sur l’expression du CD138 (Zhan et al, 2003). 

- l’équipe de Klein a développé une méthode de différentiation in vitro des cellules B 

circulantes en plasmablastes polyclonaux (Tarte et al, 2002).  

 

Zhan a comparé les profils d'expression génique de plasmocytes médullaires provenant de 74 

myélomes au diagnostic, 5 MGUS , 7 lignées de myélome et 31 donneurs sains (Zhan et al, 

2002). Les plasmocytes médullaires étaient purifiés par tri immunomagnétique sur la base de 

l’expression du CD138. Les biopuces utilisées étaient des biopuces commerciales à 

oligonucléotides correspondant à environ 6 800 gènes. L’analyse non supervisée séparait les 

échantillons en deux branches, l’une correspondant aux plasmocytes normaux et à une MGUS et 

l’autre correspondant aux myélomes, aux lignées et aux MGUS. Cette répartition montrait que les 

plasmocytes malins de myélome pouvaient être distingués des plasmocytes normaux par leur 

profil d’expression génique. Par ailleurs, la deuxième branche comprenait deux sous-branches, 

l’une incluant toutes les MGUS et l’autre les lignées. Les plasmocytes malins étaient ainsi classés 

en deux groupes, l’un ayant un profil d’expression génique proche des MGUS et l’autre proche 

des lignées de myélome. Cette analyse révélait aussi que les plasmocytes de MGUS et de 

myélome ne pouvaient être différenciés sur la base de leurs profils d'expression génique. 
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Les plasmocytes normaux avaient une surexpression relative des gènes codant pour les molécules 

du complexe majeur d’histocompatibilité et pour les immunoglobulines. Ce résultat était attendu 

puisque les plasmocytes malins ne sécrètent qu’une seule immunoglobuline monoclonale 

contrairement aux plasmocytes normaux qui sécrètent des immunoglobulines polyclonales. Cent 

vingt autres gènes étaient discriminants entre plasmocytes normaux et malins. Parmi les 50 gènes 

sous exprimés dans les plasmocytes malins, l’un des plus discriminants était le CD27 qui est 

impliqué dans la différenciation des lymphocytes B mémoire en plasmocytes. Le CD27 peut 

aussi induire l'apoptose. Les autres gènes correspondaient à des molécules d’adhésion, des 

cascades de signalisation, des chimiokines. Les 70 gènes surexprimés dans les plasmocytes 

malins étaient des oncogènes (c-myc, c-abl,…) et de nombreux gènes impliqués dans le 

métabolisme, la transcription et la transmission du signal. Des analyses en cytométrie de certains 

marqueurs de surface ont montré que les données d’expression des gènes étaient corrélées à 

l’expression de la protéine, validant la pertinence de la technique utilisée.   

 

Dans une seconde étude, cette équipe a cherché à identifier des gènes impliqués dans la 

différentiation des plasmocytes en comparant les profils d’expression de cellules B CD19 + issus 

d’amygdales avec des plasmocytes provenant d’amygdales ou de moelle normale et des 

plasmocytes médullaires malins de myélome (Zhan et al, 2003). L’analyse non supervisée 

séparait les cellules B et les plasmocytes en deux branches distinctes (figure 11). Par ailleurs, les 

auteurs ont identifié 359 gènes discriminants entres les cellules B d’amygdales et les plasmocytes 

d’amygdales et 500 gènes discriminants entres plasmocytes d’amygdales et de moelle.  
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Figure 11 : Représentation graphique des profils d’expression de lymphocytes B issus 
d’amygdales, de plasmocytes normaux d’amygdales, de plasmocytes médullaires normaux et de 
plasmocytes médullaires de myélome. En analyse non supervisée, les lymphocytes et les 
plasmocytes sont répartis en deux branches distinctes (d’après (Zhan et al, 2003)).  

 

A la même période, Tarte a développé une méthode de différentiation in vitro des cellules B 

circulantes en plasmablastes polyclonaux (Tarte et al, 2002). Ces cellules produisaient des 

chaînes légères polyclonales et des immunoglobulines avec une proportion plus importante 

d’IgM. Leur aspect cytologique était proche de plasmablastes. L’analyse de ces cellules en 

cytométrie montrait qu’elles avaient les caractéristiques majeures des cellules plasmablastiques 

proches de celles de plasmocytes issus d’amygdales ou des plasmocytoses réactionnelles. Cette 

méthode permettait l’obtention d’une grande quantité de plasmablastes polyclonaux à partir de 

cellules B circulantes de patients ou de sujets sains. Les auteurs ont comparé les profils 

d'expression génique de ces plasmablastes polyclonaux avec ceux de plasmocytes de sujets sains, 

de myélome, de plasmocytose réactionnelle, de lignées de myélome et avec ceux de lignées B 

lymphoblastoïdes (EBV induite) et de cellules B circulantes. L’analyse non supervisée séparait 

les échantillons en deux groupes, l’un correspondant aux cellules B circulantes et aux lignées B 

lymphoblastoïdes et l’autre correspondant aux plasmocytes et aux plasmablastes polyclonaux. 
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Les plasmablastes induits in vitro par différentiation des cellules B circulantes avaient donc une 

signature d’expression génique plus proche de celle des plasmocytes que des cellules B dont ils 

étaient issus. La comparaison des profils d'expression génique des cellules B et des plasmablastes 

montrait une surexpression relative dans les plasmablastes des gènes codant pour le CD38, le 

CD27, les immunoglobulines, XBP1, le récepteur à l’IL6,… A l’inverse, les gènes codant pour le 

CD20, CD21, CD69 et les molécules HLA de classe II étaient sous exprimés dans les 

plasmablastes. L’ensemble de ces résultats correspondaient à des données déjà connues et 

permettaient ainsi de confirmer la fiabilité des analyses des profils d'expression génique. La 

branche des plasmocytes était séparée en deux sous-branches, l’une comportant les plasmablastes 

polyclonaux, les plasmocytes de plasmocytose réactionnelle et l’autre correspondant aux 

plasmocytes normaux et malins. La comparaison des profils d'expression génique des 

plasmablastes polyclonaux avec des plasmocytes malins révélait la surexpression relative de 50 

gènes dans les plasmocytes de myélome dont 5 antigènes de tumeurs (MAGE1, MAGE2, 

MAGE3, GAGE6 et SSX2) et un activateur de c-myc, MSSP.  

 

Dans une seconde étude, Tarte a comparé les profils d'expression génique de plasmablastes 

polyclonaux, de plasmocytes issus d’amygdales ou de moelle normale et de cellules B purifiées à 

partir de sang ou d’amygdales (Tarte et al, 2003). L’analyse non supervisée permettait de bien 

distinguer les 5 types cellulaires sur la base de leur signature d’expression. La comparaison des 

gènes différentiellement exprimés entre ces cellules à différents stades de maturation a permis de 

mettre en évidence des gènes potentiellement impliqués dans la différentiation des plasmocytes.  

 

Toutes ces études sont intéressantes et ont mis en évidence des dérégulations de gènes impliquées 

dans la différenciation des plasmocytes et potentiellement dans l’oncogenèse du myélome. 

Cependant, en l’absence de corrélation avec les données cliniques ou biologiques de patients, ces 

données ne permettent pas d’améliorer la prise en charge des patients.  

 

Par la suite, des études analysant les profils d'expression génique de plasmocytes purifiés à partir 

de prélèvements médullaires de patients ont été menées permettant de proposer des classifications 

moléculaires des myélomes et de mettre en évidence des mécanismes physiopathologiques 

impliqués dans l’apparition de complications du myélome et notamment des atteintes osseuses.  
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V.3 Premières classifications moléculaires du myélome  

A l’instar de ce qui avait été fait dans les lymphomes, Zhan a utilisé les données des profils 

d'expression génique pour essayer de définir différents groupes de myélome. Dans sa première 

étude (Zhan et al, 2002), l’analyse non supervisée des profils d’expression des 74 cas de 

myélome multiple a mis en évidence l'existence de quatre groupes distincts dont un groupe plus 

proche des lignées cellulaires issues de myélomes multiples (baptisé MM4) et un autre groupe 

(MM1) plus proche des plasmocytes de MGUS. Les gènes les plus discriminants entre MM1 et 

MM4 codaient pour des protéines impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire ou la réparation 

de l’ADN. Ces données suggéraient que les myélomes du groupe MM4 étaient plus proliférants. 

Les auteurs ont étudié les corrélations entre ces 4 groupes et les données cliniques et biologiques. 

Le groupe MM4 était associé à la présence de plusieurs facteurs de mauvais pronostic : taux de 

beta 2-microglobuline sérique élevé, anomalies cytogénétiques, …. suggérant que ce groupe 

pourrait avoir une survie plus courte. Mais le recul évolutif était insuffisant pour pouvoir observer 

des différences de survie.  

 

Les gènes discriminants entre cellules B d’amygdales et plasmocytes identifiés par Zhan (Zhan et 

al, 2003) ont été utilisés pour comparer les 74 cas de myélomes aux cellules normales. L’analyse 

non supervisée montrait que la répartition des myélomes n’était pas homogène et que des groupes 

de myélome avaient des similitudes d’expression avec les cellules normales. Les myélomes du 

groupe MM2 pouvaient ainsi être reliés aux plasmocytes médullaires, les MM3 aux plasmocytes 

d’amygdales et les MM4 aux cellules B d’amygdales. Les MM1 n’étaient proches d’aucune des 

signatures géniques de cellules normales. Cette étude montrait donc que des gènes dont 

l’expression est corrélée au stade de différentiation des plasmocytes pouvaient permettre de 

classer les myélomes entre eux. Pour autant, faute d’un recul évolutif suffisant, aucune 

corrélation de cette classification avec les données cliniques et évolutives n’a pu être établie.  
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V.4 Compréhension de la transition entre plasmocytes normaux, 

MGUS et myélome. 

Un des enjeux majeurs est de comprendre les mécanismes impliqués dans l’oncogenèse du 

myélome. Pour essayer d’atteindre cet objectif, Davies a comparé les profils d'expression génique 

de plasmocytes médullaires normaux et de plasmocytes de MGUS  ou de myélome (Davies et al, 

2003). L’analyse supervisée a permis d’identifier 273 gènes discriminants entre plasmocytes 

normaux et MGUS, 360 entre plasmocytes normaux et myélome et 74 entre MGUS et myélome 

(figure 12). Ainsi, les différences de signature d’expression entre MGUS et myélome étaient plus 

faibles qu’entre plasmocytes normaux et myélome.  

 

 

Figure 12 : Schéma représentant les gènes discriminants entre plasmocytes normaux, 
plasmocytes de MGUS et plasmocytes malins (d'après (Davies et al, 2003)). 

 

Les données d’expression ont été en partie validées par RT-PR ou cytométrie. La majorité des 

gènes discriminants étaient sous exprimés dans les plasmocytes de MGUS  ou de myélome. Ils 

codaient pour des protéines impliquées dans des voies de signalisation, la transcription,… 

L’expression de quelques gènes était dérégulée de manière progressive entre plasmocytes 
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normaux, MGUS et myélome. Certains de ces gènes semblaient liés dans la physiopathologie du 

myélome. Ainsi, plusieurs gènes étaient impliqués dans la voie Wnt qui a été identifiée comme 

active dans le myélome multiple. Cette voie est impliquée dans la différenciation et la croissance 

des ostéoblastes et donc dans la formation osseuse. Une inhibition de la voie Wnt s’accompagne 

d’une diminution de la formation osseuse. Deux des gènes surexprimés dans les myélomes 

(FRZB et DKK1) sont des inhibiteurs de la voie Wnt et pourraient ainsi participer à l’apparition 

d’une atteinte osseuse dans le myélome. L’implication de DKK1 dans les atteintes osseuses du 

myélome a, depuis, été confirmée (Tian et al, 2003). 

 

Les premières études de profils d'expression génique dans le myélome ont permis de valider les 

méthodes de purification des plasmocytes et d’analyse des puces. Elles ont comparé les profils 

d'expression génique de plasmocytes malins et de cellules normales (B ou plasmocytes) ou de 

MGUS. Ces études ont conduit à l’identification de gènes impliqués dans la différentiation des 

plasmocytes ou dans l’oncogenèse du myélome. Elles ont également démontré que 

l’hétérogénéité du myélome se traduisait par des différences de signature d’expression permettant 

d’identifier des sous-groupes de myélomes. A ce stade, les études étaient surtout descriptives et 

n’avaient pas permis de corréler les caractéristiques cliniques, biologiques des myélomes avec les 

données d’expression. 

 

C’est dans ce contexte que notre première étude a été publiée.  
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V.5 Recherche de signature d’expression associées au phénotype. 

V.5.1 ARTICLE 1 : Identification de signatures d’expression associées au 
phénotype. 

 

Le myélome est une pathologie hétérogène à de multiples niveaux.  

- Sur le plan biologique, les myélomes sont caractérisés par la nature du composant 

monoclonal produit par le clone malin. Plusieurs études ont démontré que la nature de 

l’isotype a un impact pronostic. Ainsi, les myélomes à IgA sont de moins bon pronostic 

(Matzner et al, 1978; Desikan et al, 2000; Facon et al, 2001). 

- Sur le plan clinique, certains patients développent plus de complications et notamment 

une atteinte osseuse.  

Le but de la première étude menée dans l’unité était de rechercher si l’hétérogénéité clinique et 

biologique du myélome était associée à une hétérogénéité moléculaire. En d’autres termes, notre 

question était de savoir s’il existait des programmes transcriptionnels corrélés aux entités 

biocliniques des myélomes.  

 

V.5.1.1 Résultats  

V.5.1.1.1 Corrélation des profils d'expression génique avec l’isotype 

Nous avons analysé les profils d'expression génique de plasmocytes médullaires de 92 patients 

ayant un myélome. L’analyse non supervisée sur la base des niveaux relatifs d’expression des 

2 600 gènes significativement exprimés dans au moins 1/3 des patients montrait que les MM ne 

se répartissaient pas selon les données biocliniques disponibles (isotype du composant 

monoclonal, taux de 2 microglobuline sérique, délétion du chromosome 13,…). Cependant, 

parmi les groupes de gènes corrélés, 4 groupes contenant respectivement les gènes codant pour 

les chaînes lourdes gamma et alpha et les chaînes légères kappa et lambda étaient identifiables. 

Ces groupes de gènes définissaient des programmes transcriptionnels corrélés aux gènes des 

chaînes lourdes ou légères des immunoglobulines (figure 13).  
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Figure 13 : Regroupement hiérarchique de 92 myélomes. Les groupes de gènes contenant les gènes 

des chaînes d’immunoglobulines sont indiqués à gauche. 

 

Pour mieux les caractériser, nous avons effectué une analyse supervisée comparant les profils 

d'expression génique des myélomes IgG et IgA. Cette analyse nous a permis d’identifier 58 gènes 

discriminants entre les myélomes IgA et IgG. Les gènes surexprimés dans les myélomes IgA 

étaient associés à une inhibition de la différenciation et de l’apoptose. A l’inverse, les gènes sous 

exprimés dans ce groupe étaient associés à la réponse immunitaire, au contrôle du cycle cellulaire 
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et à l’apoptose. Ces résultats montraient que les différences d’isotypes s’accompagnent de 

modifications transcriptionnelles qui paraissent ordonnées et qui dépassent la simple dérégulation 

des gènes codant pour les chaînes d’immunoglobulines. Pour une meilleure représentation 

visuelle, une analyse en regroupement hiérarchique a été effectuée en utilisant ces gènes 

ordonnés selon leur fonction biologique probable. La figure 14 montre que la majorité de gènes 

sélectionnés sont surexprimés dans les MM IgG (branche de droite du dendrogramme).Les gènes 

identifiés pourraient permettre de comprendre le caractère pronostic péjoratif de l’isotype IgA.  

 

 

 

 

Figure 14 : Regroupement hiérarchique des myélomes en fonction des gènes différenciant les 
myélomes à IgA des myélomes à IgG. 
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V.5.1.1.2 Corrélation des profils d'expression génique avec l’existence d’une 

atteinte osseuse 

Une analyse supervisée a également été menée pour comparer les myélomes en fonction de 

l’isotype de la chaîne légère. Nous avons identifié 90 gènes (signature « chaînes légères ») 

discriminants entre chaînes légères kappa et lambda. L’analyse détaillée a révélé une 

surexpression de certains gènes essentiels pour le remodelage osseux, principalement 

l’ostéoclastogenèse, comme Mip-1  (Choi et al. 2000 ; Choi et al. 2001 ; Choi and Roodman 

2001 ; Han et al. 2001 ; Abe et al. 2002) ou BMP2, (Kaneko et al. 2000) dans les myélomes 

exprimant une chaîne légère kappa.  

 

 

 

 

Figure 15 : Regroupement hiérarchique des myélomes en fonction des gènes différenciant les 
myélomes dont la chaîne légère est kappa des myélomes dont la chaîne légère est lambda. 

 

Ce résultat nous a incités à regarder si ce groupe de 90 gènes pouvait différencier les myélomes 

avec atteintes osseuses majeures de ceux sans atteintes osseuses. Une analyse non supervisée a 
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été menée sur 53 patients sur la base de l’expression des 90 gènes de la signature « chaînes 

légères ». Les myélomes étaient séparés en deux branches, l’une comprenant 87,5% (28/32) des 

myélomes avec lésions osseuses ostéolytiques et l’autre 77,2% (16/21) des MM sans lésions 

osseuses. La signature « chaînes légères » permettait donc de différencier clairement les 

myélomes présentant une destruction osseuse majeure des autres ( 2 test: P< 0.001). Pour valider 

ce résultat, la signature « chaînes légères » a été testée sur un nouveau groupe de 19 patients afin 

de valider sa relation avec l’atteinte osseuse. Le dendrogramme obtenu assignait 5 des 7 

myélomes sans atteintes osseuses sur une branche et 11 des 12 myélomes avec atteintes osseuses 

sur l’autre branche (P<0.001). La surexpression du facteur ostéclastogénique Mip-1 , a été 

vérifiée par RT-PCR sur quelques échantillons. Les niveaux d’expression issus des profils 

d'expression génique et obtenus en RT-PCR étaient corrélés. La surexpression de ce gène 

essentiel pour l’ostéoclastogenèse pourrait expliquer en partie l’apparition de lésions 

ostéolytiques. La surexpression relative de Mip-1 dans les myélomes dont la chaîne légère est 

kappa pourrait expliquer pourquoi ces myélomes sont plus ostéolytiques. 

 

 

Figure 16 : Dendrogramme représentant le regroupement hiérarchique des patients de stade III. 
Les patients ayant une atteinte osseuse sont en noir, ceux sans atteinte osseuse en bleu. (A) Arbre hiérarchique du 

groupe préliminaire de 53 patients. (B) Arbre hiérarchique du groupe de validation de 19 patients. (C) Vérification 

des niveaux d’expression de Mip-1α par RT-PCR. 
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V.5.1.2 Commentaires 

Cette étude était la première à montrer, dans le myélome, l’existence de corrélations entre des 

caractéristiques biocliniques et des signatures d’expression génique. Elle a également permis de 

fournir une explication quant à la gravité accrue de sous type biologique de myélome (myélome à 

IgA, myélome dont la chaîne légère est kappa avec atteinte osseuse). Ces résultats ont prouvé que 

l’étude des profils d'expression génique pouvait être le point de départ de programmes de 

recherche translationnelle.  

 

En dehors de l’aspect scientifique, cette étude a permis de valider l’approche technique utilisée :  

- Puces académiques : Les puces utilisées étaient des membranes de nylon sur lesquelles 

sont déposés des produits de PCR obtenus à partir de 5470 clones d’ADNc. Elles étaient 

produites dans un laboratoire académique (ERM 206). Les clones d’ADNc avaient été 

choisis dans une banque pour que les puces soient plus spécifiques des plasmocytes. Notre 

étude prouvait que cette approche était réalisable avec des coûts moindres que les puces 

commerciales disponibles à cette date. Par la suite, cette technique a été importée dans 

l’Unité.  

- Prélèvements multicentriques : Une des principales difficultés de l’étude des profils 

d'expression génique est la nécessité d’obtenir un grand nombre d’échantillons de tumeurs 

ayant une qualité de conservation suffisante pour obtenir des ARN intègres. Les 

plasmocytes analysés dans notre étude étaient purifiés à partir de prélèvements 

médullaires effectués chez des patients atteints de myélome et inclus dans un des 

protocoles thérapeutiques de l’Intergroupe Francophone du Myélome (IFM). Les 

prélèvements médullaires avaient été effectués dans plusieurs centres investigateurs 

français puis centralisés dans le laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes. La 

purification des plasmocytes était effectuée à Nantes. Notre étude prouvait donc la 

faisabilité d’une analyse des profils d'expression génique à partir de prélèvements obtenus 

en multicentrique. A notre connaissance, il s’agissait de la première étude de génomique 

menée à partir de prélèvements obtenus en multicentrique.  
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V.5.2 Mise en évidence de gènes impliqués dans les lésions osseuses du 
myélome 

D’autres études se sont intéressées spécifiquement à l’atteinte osseuse dans le myélome. Tian  

(Tian et al, 2003) a comparé les profils d'expression génique de plasmocytes médullaires de 137 

patients ayant des lésions osseuses focales en IRM avec ceux de 36 patients sans lésion osseuse, 

16 MGUS, 45 sujets normaux et 9 Waldenström. Cinquante sept gènes discriminants entre les 

patients avec ou sans atteinte osseuse ont été identifiés. Quatre de ces gènes étaient 

significativement surexprimés chez les patients avec atteinte osseuse. L’un de ces gènes, 

dickkopf1 (DKK1) est lié à l’activité des ostéoblastes. DKK1 est un inhibiteur de la voie Wnt qui 

est impliquée dans la croissance et la différentiation des ostéoblastes. DKK1 inhibe 

l’ostéoformation en désactivant la voie Wnt. Les analyses en immunohistochimie sur des 

prélèvements de moelle ont montré que les plasmocytes étaient les seules cellules à exprimer 

DKK1. Par ailleurs, les taux de DKK1 dans le sang périphérique et le plasma de moelle étaient 

corrélés à l’expression du gène et associés à l’existence de lésions osseuses. DKK1 était moins 

exprimé dans les myélomes sans atteinte osseuse et dans les MGUS. Il n’était pas exprimé chez 

les sujets normaux ou les Waldentsröm. Les auteurs ont confirmé le rôle de DKK1 dans la 

différentiation des ostéoblastes avec un modèle de différentiation induite par BMP2 (via la voie 

Wnt) d’une lignée de cellules mésenchymateuses immortalisées. L’ajout de DKK1 recombinant 

ou de plasma de moelle de patients avec atteinte osseuse inhibait la différentiation in vitro des 

ostéoblastes.  

Par ailleurs, les ostéoblastes immatures produisent du RANK ligand. L’interaction entre RANK 

ligand et RANK (ostéoprotégérine) joue un rôle majeur dans l’activation et la survie des 

ostéoclastes. Une élévation sérique de RANK ligand est associée à l’augmentation des marqueurs 

de résorption osseuse, l’augmentation des lésions lytiques et à une diminution de la survie. Ainsi, 

DKK1 pourrait stimuler les ostéoclastes en induisant immaturité des ostéoblastes et donc la 

production de RANK ligand. L’action de DKK1 pourrait donc être double associant une 

inhibition des ostéoblastes et une activation des ostéoclastes.  
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V.6 Classifications moléculaires des myélomes 

Les premières études ayant validé les méthodes de purification des plasmocytes et d’analyse des 

résultats, les études suivantes ont cherché à améliorer la classification des myélomes en essayant 

de la corréler avec le pronostic. Ces études ont démontré que le myélome pouvait faire l’objet de 

classification moléculaire.  

 

V.6.1 Classification basée sur l’expression des cyclines 

Plusieurs études ont montré que la dérégulation des gènes d’une des 3 cyclines est un événement 

très précoce et commun dans le myélome. Bergsagel a utilisé les translocations et les niveaux 

d’expression des cyclines pour définir 8 groupes de patients (Bergsagel et al, 2005). Les 4 

premiers groupes étaient basés sur les translocations récurrentes : 4p16, MAF, 6p21, 11q13. Les 

4 autres groupes étaient basés sur l’augmentation d’expression de la cycline D1 ou D2 par 

comparaison avec les cellules normales : groupes D1, D2, D1+2 (expression des deux cyclines) et 

un groupe appelé « none » qui n’exprimait aucune des 3 cyclines.  

Les auteurs ont étudié les profils d’expression de 231 patients au diagnostic, 30 en rechute, 12 

MGUS, 32 lignées de myélome et 14 échantillons normaux. Les patients ont été affectés à un des 

8 groupes TC (translocation / cycline D) sur la base de l’expression de 8 gènes. (CCND1, 

CCND2, CCND3, FGFR3, MMSET, MAF, ITGB7, CX3CR1). Cette classification basée sur les 

données des profils d'expression génique a été validée par des analyses caryotypiques chez 101 

patients. 

 

Cinq cent soixante seize gènes dont l’expression était significativement dérégulée entre les 8 

groupes ont été identifiés. Une analyse hiérarchique sur la base de l’expression de ces gènes a 

montré qu’il existait une signature d’expression particulièrement marquée pour les groupes MAF 

4p16 et D1. A l’inverse, les groupes 6p21 et 11q13 avaient des signatures qui se chevauchaient et 

étaient partagées avec la majorité des autres groupes. Donc, des événements oncogéniques 

précoces semblent influer sur la signature génique malgré des événements secondaires de 

progression identique.  
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L’existence de lésions osseuses a été évaluée par IRM chez 172 patients, 79% des patients 

avaient des lésions lytiques. La fréquence des lésions lytiques était plus importante dans les 

groupes 11q13 (94%), D1 (88%) et D1+D2 (100%) et significativement plus faible dans les 

groupes 4p16 (57%) et MAF (55%). Le groupe D1 était moins fréquent chez les patients en 

rechute (10% vs 34%) et le groupe D1+D2 plus fréquent (17% vs 6,5%). Les lignées étaient plus 

fréquentes que les myélomes dans les groupes 4p16 (respectivement 31% et 16%) et MAF (28% 

et 7%). 

 

L’intérêt de cette classification est de montrer que des événements précoces dans l’oncogenèse 

peuvent avoir des conséquences sur la signature génique et sont corrélés avec l’évolution clinique 

des patients, le stade de la maladie (rechute, lignées,…) Son principal défaut est qu’elle 

n’identifiait pas clairement les hyperdiploïdes (qui étaient majoritairement D1 ou D1+D2).  

 

V.6.2 Classification sur la base des profils d’expression génique 

L’équipe de Shaugnessy (Zhan et al, 2006) a étudié les profils d'expression génique des 

plasmocytes médullaires d’une cohorte de 256 patients inclus dans le protocole « total therapy 2 » 

(cohorte d’entrainement) et d’une cohorte de 158 patients inclus dans le protocole « total therapy 

3 » (cohorte de validation). L’analyse non supervisée des profils d'expression génique de la 

cohorte d’entrainement a mis en évidence 7 sous groupes de myélomes (figure 17). L’analyse des 

signatures d’expression montrait que ces sous-groupes étaient liés à l’expression de gènes 

impliqués dans les translocations 14q32 (FGFR3, CCND1, MAF,…) ou à l’hyperdiploïdie. Les 7 

groupes identifiés étaient les suivants : 

- MF (groupe 7) : caractérisé par un pic d’expression de MAF (lié à la translocation 

t(14 ;16)) ou MAFB (lié à la translocation t(14 ;20)). Une des caractéristiques de ce 

groupe était une sous expression de DKK1 (gène qui est impliqué dans l’apparition des 

atteintes osseuses du myélome). 

- MS (groupe 3) : caractérisé par un pic d’expression de FGFR3 ou de MMSET (lié à la 

translocation t(4 ;14)). 

- CD 1 (groupe 5) : caractérisé par un pic d’expression de CCND1 (lié à la translocation 

t(11 ;14)). 
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- CD 2 (groupe 6) : caractérisé par un pic d’expression de CCND3 (lié à la translocation 

t(6 ;14)). 

- HD (groupe 4) : caractérisé par une signature hyperdiploïde et associé à un caryotype 

hyperdiploïde dans 90% des cas. 

- LB pour low bone disease (groupe 2) : sans signature d’expression particulière mais 

caractérisé par une sous expression de DKK1. 

- PR pour proliferation group (groupe 1) : caractérisé par la surexpression de nombreux 

gènes impliqués dans le cycle cellulaire et la prolifération. L’indice de prolifération 

estimé par profils d'expression génique était plus élevé dans ce groupe. 

 

 

Figure 17 : Représentation des profils d'expresion de plasmocytes malins prélevés chez 256 
patients atteints de myélome. L'analyse non supervisée a permis d'identifier 7 sous groupes de 
myélome (d'après (Zhan et al, 2006)). 

 

Les gènes spécifiquement sur ou sous exprimés dans chacun des groupes par rapport aux autres 

ont été identifiés par analyse SAM (Significant Analysis of Microarrays). Cent gènes par groupe 
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ont ainsi été sélectionnés (50 gènes sur exprimés et 50 sous exprimés) constituant la signature 

d’expression spécifique de chacun des 7 groupes identifiés et permettant de prédire 

l’appartenance d’un échantillon à l’un des groupes. Ce modèle classait correctement 98% des 

patients de la cohorte d’entrainement. L’utilisation de ce modèle dans la cohorte de validation 

trouvait une répartition identique des 7 sous groupes malgré des différences d’effectifs entre les 2 

cohortes. 

 

Les caractéristiques biologiques des différents sous groupes étaient différentes. Ainsi, le groupe 

PR était associé à une plus grande fréquence des anomalies cytogénétiques, un taux de β2m et de 

LDH plus élevé et à un taux d’albumine plus faible. Le groupe MS était corrélé à une 

albuminémie plus faible et le groupe MS à un taux de β2m plus élevé. Le groupe LB était associé 

à un taux de lésions osseuses en IRM plus faible que les autres groupes (30% dans la cohorte 

d’entrainement et 21% dans la cohorte de validation). Ces données montraient que des signatures 

d’expression différente étaient corrélées à des manifestations cliniques ou biologiques différentes.  

 

La durée de suivi prolongée des patients dans la cohorte d’entrainement (médiane 36 mois) 

autorisait à rechercher un lien entre les signatures d’expression et la survie. Les groupes HY, LB, 

CD-1 et CD-2 (qualifiés de groupes à faible risque) étaient associés à une survie globale et sans 

événement plus prolongée que les groupes PR, MS, MF (groupes à haut risque). La survie sans 

événement à 48 mois était estimé à 68% pour les groupes à faible risque et 31% pour les groupes 

à haut risque (p<0,001). La survie globale à 48 mois était estimée respectivement à 79% et 51% 

(p<0,001). En analyse multivariée, ces groupes génétiques, le taux de β2m, le taux de LDH et 

l’existence d’anomalies cytogénétiques étaient des marqueurs prédictifs indépendants de la 

survie. Faute de recul évolutif suffisant, ces résultats n’ont pas pu être validés dans la cohorte de 

validation.  
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Figure 18 : Survie en fonction de la classification moléculaire identifiée par Zhan. Les groupes PR, 
MS et MF sont considérés à haut risque (d’après (Zhan et al, 2006)). 

 

Cette étude était la première dans le myélome à démontrer que les profils d'expression génique 

peuvent permettre d’identifier des sous groupes de patients de pronostics différents.  

 

Il est intéressant de noter que cette classification moléculaire était liée à des événements 

génétiques précoces (translocation et hyperdiploïdies).  

 

Dans une autre étude menée à la même période (Zhan et al, 2007), Zhan à comparé les profils 

d'expression génique de plasmocytes médullaires normaux (22 échantillons) de MGUS  (24) et de 

myélome (351). L’analyse par SAM a identifié 52 gènes dont l’expression était dérégulée. Ces 

gènes étaient impliqués dans des mécanismes cellulaires variés potentiellement liés à 

l’oncogenèse (cycle cellulaire, synthèse d’ADN, transcription, voies de signalisation, résistance 

aux traitements, mort cellulaire, apoptose,…). Les données d’expression de ces 52 gènes ont été 
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utilisées pour effectuer un classement hiérarchique non supervisé de 44 MGUS, 12 myélomes 

indolents, 16 myélome post MGUS et 351 myélomes. L’une des deux branches issues de ce 

classement regroupait 41 (93%) MGUS, 8 (67%) SMM, 7 (44%) myélomes post MGUS et 99 

(28%) myélomes. Les myélomes de ce groupe avaient donc une signature d’expression proche 

des MGUS (signature MGUS) et ont été qualifiés de « myélomes-MGUS ». A l’inverse, les 252 

(72%) autres myélomes ont été qualifiés de « myélomes non MGUS ».  

 

La fréquence de plusieurs marqueurs de mauvais pronostic était plus forte dans le groupe des 

« myélomes non MGUS »: β2m élevée, LDH augmentée, plasmocytose médullaire supérieure à 

30%, anomalies cytogénétiques, groupes moléculaires de haut risque (PR, MS, MF). Les patients 

avaient été inclus dans le protocole « total therapy 2 ». Les « myélomes-MGUS » avaient une 

survie à 5 ans plus élevée (76%) que les « myélomes non MGUS » (59%). En analyse 

multivariée, la signature « myélomes non MGUS », la diminution de l’albuminémie, 

l’augmentation des LDH, l’appartenance à un groupe moléculaire de haut risque (PR, MS, MF), 

et l’existence de lésions osseuses à l’IRM étaient des facteurs prédictifs indépendants de la 

survie.  

 

La signature de 52 gènes a été testée sur une cohorte de validation de 214 patients inclus dans le 

protocole « total therapy 3 » et a identifié 55 (28%) de « myélomes-MGUS ». Faute de recul 

évolutif suffisant, la survie n’a pas pu être étudiée dans la cohorte de validation mais comme pour 

la cohorte d’entrainement, la fréquence des facteurs de mauvais pronostic était plus forte pour les 

« myélomes non MGUS ». La signature « myélomes-MGUS »a également été identifiée chez 15 

sur 20 patients qui avaient été inclus dans le protocole « total therapy 1 » avec une survie 

prolongée à plus de 10 ans avant autogreffe.  

 

Ces 2 études de la même équipe ont démontré que les profils d'expression génique peuvent 

permettent d’identifier des groupes de myélome ayant des pronostics différents. Cependant, elles 

illustrent le fait que les groupes définis vont être différents en fonction des échantillons utilisés 

pour les identifier.  

Par ailleurs, ces classifications, sous tendues par des anomalies connues, sont intéressantes mais 

ne sont probablement pas les plus pertinentes pour une utilisation en pratique clinique.  
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Depuis la publication de ces études, l’équipe de Shaugnessy et notre équipe ont développé des 

prédicteurs moléculaires de la survie basés sur l’expression d’un petit nombre de gènes et 

permettant de prédire avec sensibilité la survie des patients. Ces études ont été menées à la même 

période et publiées récemment.  
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V.7 Recherche de marqueurs moléculaires prédictifs  

Plusieurs équipes dont la nôtre, ont mené concurremment des études dont l’objectif était 

d’identifier des marqueurs moléculaires prédictifs de la survie ou de la réponse au traitement.  

 

V.7.1 ARTICLE 2– Identification d’un score prédictif de la survie (Score IFM) et 

basé sur l’expression de 15 gènes 

L’objectif de la deuxième étude menée dans l’équipe était d’identifier un prédicteur moléculaire 

de la survie dans le myélome et de mieux comprendre la biologie des patients à haut risque.  

 

Nous avons analysé les profils d'expression génique de 250 patients ayant un myélome au 

diagnostic et inclus dans les essais IFM 99. Tous les patients ont reçu un traitement intensif 

soutenu par une autogreffe. Certains patients avaient un traitement d’entretien par thalidomide. 

Les 250 patients ont été sélectionnés parmi 983 patients ayant eu des prélèvements de moelle. La 

sélection des patients était basée sur l’obtention d’au moins 500 000 plasmocytes médullaires. 

Les caractéristiques initiales et la survie des 250 patients analysés étaient comparables à celles 

des 733 patients non analysés (figure 19). 

 

 

Figure 19 : Survie des patients inclus dans l'analyse génomique (courbe jaune) et des patients non 
inclus dans l'analyse (courbe bleue). 
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Cinquante cinq patients sont décédés pendant le suivi (médiane de suivi : 35 mois). Les patients 

ont été séparés en une cohorte d’entrainement (182 patients) utilisée pour l’élaboration du 

prédicteur et une cohorte de validation (68 patients) pour validation interne du prédicteur 

identifié. Les caractéristiques initiales et évolutives des patients étaient comparables dans les 

deux cohortes.  

 

V.7.1.1 Elaboration d’un score prédictif : 

Une analyse de Cox univariée sur les 7 508 gènes a été menée pour identifier les gènes associés à 

la survie dans la cohorte d’entrainement. A partir des 50 gènes initialement identifiés, un modèle 

pronostique composé des 15 gènes les plus stables a été construit. Une analyse en composante 

principale a été menée pour établir un score résumant l’expression des 15 gènes (score IFM). La 

valeur de ce score de risque a été calculée pour chaque patient puis les patients répartis en 

quartiles sur la base du score de risque :  

- quartiles 1 ou 2 = très faible risque  

- quartiles 1,2 ou 3= faible risque  

- quartiles 4 = haut risque 

Sur l’ensemble des patients de la cohorte, la survie à 3 ans des patients de faible risque et de haut 

risque était respectivement de 90,5% et 47,4%. Le modèle ainsi défini était très significativement 

prédictif de la survie dans la cohorte d’entrainement (p<0,001) et dans la cohorte de validation 

(p= 0,004) (figure 20). La validité de ce score a été confirmée sur des cohortes externes de 

patients correspondants à 853 patients au diagnostic ou en rechute traités par traitement intensif 

ou bortezomib (cf V.7.4) 
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. 

Figure 20 : Survie en fonction du score IFM. 

(A) Sur la cohorte d’entrainement, (B) sur la cohorte de validation, (C) sur l’ensemble de la cohorte. 

 

 

V.7.1.2  Comparaison du score prédictif avec les biomarqueurs 

pronostiques habituels 

Le groupe à haut risque (quartile 4) était associé aux anomalies cytogénétiques de mauvais 

pronostic : del13, t(4;14) et del17. A l’inverse, le groupe de très faible risque quartile 1 ou 

quartile 2 était associé à la translocation t(11;14) et à l’hyperdiploïdie. Une analyse univariée et 

multivariée a été menée pour déterminer le poids pronostique de chacun des marqueurs habituels 

et de notre score.  

- En analyse univariée les facteurs prédictifs de la survie étaient : le score IFM, un taux de 

β2m > 5,5 mg/l, une thrombopénie <130 000/mm3, une délétion du chromosome 13 et une 

t(4;14).  

- En analyse multivariée seule la β2m (HR 2,80), la t(4;14) (HR 2,78) et le score IFM (HR 

6,06) étaient identifiés comme facteurs prédictifs de la survie. La combinaison de ces 3 facteurs 
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identifiait un sous groupe de 12,5% patients ayant un risque très élevé, avec une survie à 3 ans de 

seulement 34% (figure 22 et tableau 9).  

 

 

Figure 21 : Survie en fonction du score IFM, du  taux de beta2 microglobuline (valeur seuil 5,5 
mg/l) et de la t(4;14). 

 

 

Tableau 9: Impact pronostique sur la survie du score IFM, du  taux de beta2 microglobuline (valeur 
seuil 5,5 mg/l) et de la t(4;14). 

 

V.7.1.3  Biologie associée au haut risque. 

Une analyse dite de « gene set enrichment analysis » (GSEA) a été menée pour identifier les 

caractéristiques biologiques des groupes extrêmes. Cette analyse informatique vise à déterminer 

si un groupe de gènes définis a priori a une différence d’expression concordante et significative 

entre deux groupes de patients (ici entre les patients à haut risque et à faible risque). En d’autres 

termes, cette analyse utilise des listes de gènes (reliés par des processus cellulaires, des 

caractéristiques chromosomiques, …) et recherche si l’expression de ces gènes est dérégulée de 

manière similaire entre deux groupes échantillons. Cette méthode permet une analyse plus 

biologique des profils d'expression génique qui n’est plus basée uniquement sur des listes de 
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gènes sans lien entre eux. Beaucoup des gènes de la signature haut risque étaient impliqués dans 

la régulation du cycle cellulaire : contrôle du cycle cellulaire, réplication ADN, réparation ADN, 

mitose, point de contrôle de l’assemblement du fuseau,…. Un des points notables était la 

surexpression de gènes impliqués dans le contrôle de la ségrégation équilibrée des chromosomes 

(AD2 et BUBR1). Ces résultats suggèrent que les cellules des patients de haut risque ont un 

dysfonctionnement des mécanismes de contrôle de la mitose et de la ségrégation équilibrée des 

chromosomes. Cela pourrait maintenir un taux modéré d’instabilité chromosomique et 

d’aneuploïdie. Les profils d’expression des patients de faible risque étaient plus hétérogènes avec 

seulement 3 signatures significatives. Deux de ces 3 signatures étaient reliées à l’hyperdiploïdie 

et une à la synthèse protéique. Il est à noter que 50% des hyperdiploïdes (en FISH) étaient classés 

dans le groupe à faible risque.  

 

Notre étude a démontré qu’une analyse des profils d’expression génique sur des prélèvements 

effectués en multicentrique est possible et permet d’identifier un score prédictif de la survie.  
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V.7.2 Score UAMS (University of Arkansas for Medical Sciences) 

A la même période, Shaugnessy (Shaughnessy et al, 2007) a analysé les données des patients des 

deux cohortes du papier de Zhan (Zhan et al, 2006) pour rechercher des marqueurs prédictifs. 

Tous les patients ont été inclus dans un protocole comportant au moins un traitement d’induction 

et une intensification avec double autogreffe de moelle osseuse. Contrairement à l’étude de Zhan 

qui avait fait une analyse non supervisée, Shaugnessy a recherché les gènes corrélés à la survenue 

précoce d’un décès (24 patients) par utilisation du log rank test sur les quartiles d’expression des 

gènes. Soixante dix gènes qui ont des expressions extrêmes entre les deux groupes de patients ont 

été ainsi identifiés : 51 gènes surexprimés et 19 sous exprimés. Un score de risque tenant compte 

de l’expression de chacun de ces gènes a été établi (score UAMS). La répartition des patients 

montrait qu’un sous groupe représentant 13% des patients avait un score élevé (patient à haut 

risque). La survie globale et la survie sans événement de ce groupe de patients étaient diminuées. 

La survie sans événement à 5 ans des patients à haut risque était estimée à 18% contre 60% pour 

les patients à faible risque (p<0,001 - HR 4,51). La survie globale à 5 ans était respectivement de 

18% et 78% (p<0,001 – HR 5,16) (figure 22). 

 

 

Figure 22: Survie en fonction du score UAMS dans la cohorte d’entrainement (d'après 
(Shaughnessy et al, 2007)). 

 

En analyse non supervisée des 256 patients de la cohorte d’entrainement et de 22 plasmocytes 

normaux, 14 MGUS et 38 lignées, les myélomes de haut risque étaient proches de lignées alors 

que ceux de faible risque étaient plus proches des MGUS, ce qui confirmait les données des 
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études précédentes. Le score a été validé dans la cohorte de validation où 12,1% des patients 

étaient identifiés comme à haut risque. Ces patients avaient également une survie globale et EFS 

diminuée par rapport aux patients à faible risque.  

 

Dans les deux cohortes, les patients à haut risque étaient plus fréquemment associés à des 

facteurs de mauvais pronostic. (augmentation de la β2m, de la CRP, des LDH, insuffisance 

rénale, délétion du chromosome 13 en FISH, anomalies caryotypiques,…). En analyse 

multivariée comprenant l’ISS et les translocations à haut risque, le score de risque défini restait 

associé à la survie globale et à l’EFS. Par ailleurs, il était le seul paramètre prédictif de la durée 

de réponse complète.  

 

Un des intérêts de cette étude est d’avoir étudié la valeur prédictive du score pronostique chez des 

patients en rechute. Cinquante et un patients de la cohorte d’entrainement ont bénéficié d’une 

analyse au diagnostic et à la rechute. La fréquence des patients classés à haut risque était bien 

plus importante (39 patients - 76%) à la rechute qu’à l’évaluation diagnostique. Les patients ayant 

un score de faible risque aux deux évaluations avaient une survie globale prolongée après rechute 

(figure 23).  

 

 

Figure 23 ; Survie en fonction du score UAMS au diagnostic et à la rechute (d'après (Shaughnessy 
et al, 2007)).  
Low/low :  patients classés à faible risque au diagnostic et à la rechute. 
Low/high :  patients classés à faible risque au diagnostic mais à haut risque à la rechute. 
High/high :  patients classés à haut risque au diagnostic et à la rechute. 
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Les auteurs ont étudié la localisation chromosomique des 70 gènes pour rechercher une 

corrélation avec des gains ou pertes de chromosome spécifique. Ils ont observé que 21 (30%) des 

gènes étaient situés sur le chromosome 1. La majorité des gènes surexprimés étaient sur le bras 

long 1q et les gènes sous exprimés sur le bras court 1p. La perte du 1p et le gain du 1q semblaient 

donc caractéristiques des patients à haut risque. L’impact des gains /amplifications du 1q avait 

déjà été décrite par plusieurs auteurs en analyse cytogénétique par FISH (Hanamura et al, 2006) 

ou par CGH arrays (Carrasco et al, 2006). L’implication du chromosome 1 est cohérente avec des 

données antérieures qui avaient montré que la progression de la maladie était associée à une 

augmentation du nombre de copies et du pourcentage de cellules ayant une amplification du 1q 

(Hanamura et al, 2006). 

 

Les auteurs ont ensuite identifié les gènes les plus discriminants dans cette liste de 70 gènes et ont 

pu ainsi déterminer un groupe de 17 gènes portant l’information. Un score basé sur l’expression 

de ces 17 gènes (score UAMS) a été testé sur les deux cohortes et permettait un classement 

identique au score basé sur 70 gènes de 97,7 % des patients de la cohorte d’entrainement et de 

94,5% de la cohorte de validation. Le lien avec l’EFS et la survie était confirmé avec l’analyse 

basée sur 17 gènes.  

 

En comparaison avec les 7 groupes antérieurement décrits (Zhan et al, 2006), les patients à haut 

risque se répartissaient dans tous les groupes sauf le CD-2 mais étaient plus fréquemment 

associés au PR. Une analyse des 50 patients ayant une t(4 ;14) montrait que le score UAMS 

séparait les patients en deux groupes ayant des survies très différentes. Par ailleurs, Chng (Chng 

et al, 2008) a repris les données de la cohorte d’entrainement de Shaugnessy et montré que la 

présence d’une t(4 ;14) permettait de séparer les patients à haut risque mais pas les patients à 

faible risque en deux groupes ayant des survies différentes. Compte tenu de ces données, il 

proposait une classification combinant le score UAMS et la t(4;14). 

 

Le score UAMS est performant au diagnostic mais aussi à la rechute et témoigne donc 

probablement de l’évolution de la maladie. L’implication du chromosome 1 est cohérente avec 

des données antérieures qui avaient montré que la progression de la maladie était associée à une 

augmentation du nombre de copies et du pourcentage de cellules ayant une amplification du 1q.  
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V.7.3 Impact des nouveaux traitements du myélome sur la valeur prédictive du 
score UAMS 

Une des difficultés est que les prédicteurs déterminés peuvent être dépendants des traitements 

reçus par les patients. Ainsi, le caractère prédictif de la délétion du 13 et la t(4 ;14) semble être 

dépassé par le bortezomib (Jagannath et al, 2007; Sagaster et al, 2007). Zhan a testé la pertinence 

du score 17 gènes sur une cohorte de 156 patients en rechute inclus dans le protocole APEX 

comparant un traitement par bortezomib à un traitement par dexamethasone (Zhan et al, 2008). 

Le score UAMS classait 21 (13,5%) patients à haut risque. La survie à un an de ces patients était 

plus faible (32% contre 74% / p=0,001 – HR 2,52). Le score a été validé également sur les deux 

bras de traitement et permettait donc de prédire la survie, quelque soit le traitement reçu par les 

patients. Cependant, dans cette analyse, on est surpris du faible nombre de patients classés à haut 

risque comparativement au taux élevé dans la population en rechute de Shaugnessy (Shaughnessy 

et al, 2007). 

 

V.7.4 Poids des marqueurs moléculaires par rapport aux marqueurs pronostiques 
déjà décrits 

Shaugnessy a comparé en analyse multivariée l’impact de différents marqueurs biologiques ou 

génétiques sur la survie globale et l’EFS dans une cohorte de 220 patients inclus dans le 

protocole TT2 (Shaughnessy et al, 2007). Les marqueurs prédictifs indépendants de la survie 

étaient : le score UAMS, les anomalies cytogénétiques, l’amplification du chromosome 1q et 

l’existence de lésions osseuses en IRM. Pour l’EFS, les facteurs prédictifs étaient : le score 

UAMS, le taux de β2m, l’amplification du chromosome 1q et l’existence de lésions osseuses en 

IRM. En combinant le score UAMS et la recherche d’une amplification 1q en FISH, les auteurs 

identifiaient 3 groupes de patients. La survie des patients n’ayant aucun des facteurs de mauvais 

pronostic avaient une survie globale à 3 ans (92%) supérieure à celle des patients ayant 

uniquement une amplification 1q (78%) ou ayant un score UAMS élevé (43%) (figure 24).  
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Figure 24 : Survie en fonction du score UAMS (GEP 70) et de la présence d'une amplification 1q 
(amp1q21) (d'après (Shaughnessy et al, 2007)). 

 

Ces résultats démontrent que la recherche d’une amplification 1q et le score UAMS apportent des 

informations différentes et que le score UAMS n’est pas un simple témoin de l’amplification 1q. 

 

V.7.5 Prédiction de la réponse au bortezomib 

Compte tenu de l’augmentation de la survie des patients avec l’apparition des nouvelles drogues 

et de la possibilité de proposer des traitements de rattrapage efficace, il devient difficile d’étudier 

la survie. Il devient plus pertinent de chercher à prédire la réponse au traitement afin de 

développer des stratégies de traitement personnalisées. Cette approche paraît d’autant plus 

appropriée que plusieurs travaux ont bien montré que la réponse au traitement est prédictive de la 

survie (cf chapitre II.5). Par ailleurs, les analyses de cytogénétiques récentes montrent que 

l’impact pronostique de certaines anomalies cytogénétiques décrites dans des cohortes de patients 

traités par chimiothérapie conventionnelle ou autogreffe n’est pas confirmé sur des cohortes de 

patients traités avec les nouveaux traitements du myélome (Jagannath et al, 2007). Ces nouveaux 

traitements doivent donc faire l’objet d’études spécifiques. 

 

Mulligan a publié une étude dont l’objectif était d’identifier des marqueurs moléculaires 

prédictifs de la réponse au bortezomib (Mulligan et al, 2007). Il s’agit d’une étude dont l’un des 

buts était de tester la faisabilité d’études de pharmacogénomique pour explorer et prédire la 
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réponse au traitement. En d’autres termes, la question posée était : Les méthodes utilisées dans 

les études de profils d'expression génique pour définir des scores prédictifs de la survie peuvent 

elles être appliquées dans l’analyse de la réponse au traitement ?  

 

Les patients étudiés étaient inclus dans 4 essais de phase II ou III avec du bortezomib en rechute 

après au moins une ligne de chimiothérapie. Le bortezomib était donné monothérapie. Dans un 

des essais (APEX), les patients étaient randomisés en deux bras comparant bortezomib et 

dexamethasone en monothérapie. Les critères de réponse étaient ceux définis par l’EBMT. Les 

essais différaient en terme de nombre de lignes de traitement déjà reçues et de temps par rapport 

au diagnostic initial. Les échantillons provenaient de 89 centres dans 12 pays. Cent quatre vingt 

huit patients traités par bortezomib et 56 par dexamethasone ont été inclus.  

 

Les données de 2 essais avec traitement par bortezomib en monothérapie ont été analysées par 

bootstrap pour identifier les gènes associés à la réponse au traitement (quelque soit la qualité de 

la réponse, y compris réponse mineure). A partir de ces gènes, un prédicteur de la réponse a été 

développé puis testé sur une cohorte indépendante (patients inclus dans le protocole APEX). Le 

prédicteur permettait de classer correctement comme répondeurs ou non répondeurs 75% des 

patients (sensibilité 92%, spécificité 33% p 0,033) dans le bras bortezomib mais seulement 57% 

(sensibilité 79%, spécificité 32%, p=0,53) dans le bras dexamethasone. L’analyse des profils 

d’expression génique avait donc permis de développer un prédicteur de la réponse spécifique au 

bortezomib, validé sur une cohorte indépendante.  

 

Les auteurs ont utilisé les mêmes méthodes pour identifier un prédicteur de survie. Ce prédicteur 

a ensuite été testé et validé sur la cohorte « APEX ». Les patients étaient classés en haut risque ou 

faible risque sur la base de ce prédicteur. Dans les deux bras de traitement, la survie des patients à 

faible risque était meilleure. Ce prédicteur de survie était indépendant de l’ISS. Les deux 

prédicteurs décrits dans cette étude (survie et de réponse) n’avaient pas de gènes communs.  

 

V.7.6 Validation externe des scores prédictifs sur des cohortes indépendantes.  

La mise à disposition des données d’expression sur Internet autorise l’utilisation de cohorte 

extérieure pour valider les données obtenues dans un laboratoire. Ainsi, le score IFM et le score 
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UAMS ont démontré leur fiabilité par des validations externes sur des cohortes indépendantes de 

patients. 

 

Nous avons testé le score IFM sur plusieurs cohortes de patients : 

- Sur les cohortes décrites par Shaugnessy (Shaughnessy et al, 2007) : Sur l‘ensemble de la 

cohorte (532 patients) (figure 25) et sur la cohorte d’entraînement (256 patients inclus 

dans le protocole TT2), le score IFM était prédictif de la survie en analyse univariée mais 

pas en analyse multivariée (p=0,26). En revanche, sur la cohorte de validation (158 

patients inclus dans le protocole TT3) le score IFM n’était pas prédictif de la survie 

(tableau 10). Le score UAMS a été établi à partir des données de patients ayant eu un 

décès précoce alors que notre score a été établi à partir de tous les patients décédés. De ce 

fait, le score UAMS est probablement plus prédictif des décès précoces. Dans la cohorte 

de validation de Shaugnessy, le suivi médian était très court (13 mois). Toutes ces 

données expliquent probablement l’absence d’impact pronostique du score IFM sur cette 

cohorte. Une nouvelle analyse sur cette cohorte avec un recul évolutif plus important est 

nécessaire. 

 

 

Figure 25 : Validation du score IFM sur l’ensemble des deux cohortes de Shaugnessy (532 
patients). 
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Tableau 10 : Analyse univariée et multivariée de l'impact pronostique du score IFM (IFM model) et  
du score UAMS (UAMS model) dans la cohorte de Shaugnessy. 

 

- Sur une cohorte de 57 patients de la Mayo Clinic traités par autogreffe, les deux scores 

étaient des facteurs pronostiques indépendants de la survie (figure 26A et tableau 11).  

- Sur les cohortes de patients en rechute décrites par Mulligan (Mulligan et al, 2007) (188 

patients traités par bortezomib et 76 par dexamethasone) : Le score IFM était un 

prédicteur indépendant de la survie sur l’ensemble de la cohorte (figure 26B) et sur la 

cohorte des patients traités par bortezomib (tableau 12A). En revanche, notre score n’était 

pas prédictif de la survie sur la cohorte des patients traités par dexamethasone (tableau 

12B). Le score UAMS était un prédicteur indépendant de la survie dans les deux bras de 

traitement (tableau 12A et 12B). 

 

 

Figure 26 : Validation externe du score IFM. 

(A) Sur la cohorte de la Mayo Clinic, (C) sur les cohortes de patients en rechute décrites par Mulligan.  
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Tableau 11 : Analyse univariée et multivariée de l'impact pronostique du score IFM (IFM model) et  
du score UAMS (UAMS model) dans la cohorte de la Mayo Clinic. 

 

 

 
Tableau 12 : Analyse univariée et multivariée de l'impact pronostique du score IFM (IFM model) et  
du score UAMS (UAMS model) dans les cohortes décrites par Mulligan. 
(A) Chez les patients traités par bortezomib, (B) chez les patients traités par dexamethasone. 

 

- Nous avons également testé notre score IFM sur une nouvelle cohorte de 192 patients 

traités par autogreffe (49 de ces patients étaient communs avec la cohorte ayant servi à 

établir le score IFM) mais en utilisant des puces commerciales (Affymetrix). Sur cette 

nouvelle cohorte et avec une technique d’analyse différente, le score IFM restait un 

facteur prédictif indépendant de la survie (HR 2,08 et p=0,003) (figure 35). 

 

La validité du score UAMS a également été validé sur des cohortes indépendantes 

notamment par Chng (Chng et al, 2008) sur une cohorte de la Mayo Clinic de 71 patients au 

diagnostic et sur la cohorte APEX de l’étude de Mulligan (Mulligan et al, 2007) (comportant du 

bortezomib). Dans les deux cohortes, le score UAMS était prédictif de la survie. Par ailleurs, 

nous avons testé le score UAMS sur notre cohorte de patients. Seuls 10 gènes du score UAMS 

étaient présents et exprimés sur nos puces. En analyse univariée, le score UAMS était prédictif de 
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la survie dans notre cohorte (figure 27). Cependant, en analyse multivariée, le score UAMS 

n’était pas identifié comme un facteur prédictif indépendant (p=0,07) (tableau 13).  

 

Figure 27 : Survie en fonction du score UAMS dans la cohorte IFM.  
Le score UAMS est estimé sur l’expression de 10 gènes.  

 

 

Tableau 13 : Analyse univariée et multivariée de l'impact pronostique du score IFM (IFM model) et  
du score UAMS (UAMS model) dansla cohorte IFM. 

 

Dans la cohorte de Mulligan, les deux scores sont indépendants et la combinaison des deux 

scores permet de classer les patients en fonction du nombre de signatures de haut risque (figure 

28). 
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Figure 28 : Survie en fonction du score IFM et du score UAMS sur les cohortes de Mulligan. 

 

Les scores IFM et UAMS sont donc de très puissants facteurs prédictifs de la survie dans leur 

cohorte (HR > 5) alors qu’il existe des différences importantes entre les deux études :  

- plateformes différentes,  

- étude monocentrique (Shaugnessy) ou multicentrique (notre étude),  

- stratégies thérapeutiques différentes,…  

 

Les études de Shaugnessy, de Mulligan et la nôtre sont importantes car elles sont les premières à 

établir un prédicteur de la survie sans se baser sur une classification à priori des patients. Elles 

sont également les premières à avoir bénéficié d’une validation externe, ce qui renforce la 

fiabilité des scores proposés.  
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V.8 Etude des mécanismes d’action des traitements, identification de 

nouvelles cibles thérapeutiques.  

Quelque soit le traitement utilisé, la réponse est hétérogène. Dès lors, il parait important d’essayer 

de comprendre les mécanismes de réponse ou de résistance au traitement. Les puces à ADN sont 

aussi utiles pour analyser le mécanisme d'action des drogues. On peut, d'une part valider un 

mécanisme d'action et d'autre part, identifier des cibles secondaires de la drogue en montrant que 

celle-ci affecte d'autres gènes que celui de la protéine cible théorique. 

 

Deux approches sont possibles:  

○ Fondamentale: l’étude des gènes induits par les traitements permet de mieux 

comprendre les mécanismes mis en jeu dans la réponse et la résistance aux traitements. 

Ceci a permis, dans certains cas, d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques pouvant 

permettre d’améliorer l’efficacité du traitement ou de vaincre la résistance. L'exemple le 

plus marquant est celui de Mitsiades qui a mis en évidence une induction des gènes 

HSP90 (heat shock protein 90) en réponse au bortezomib (Mitsiades et al, 2002). Ces 

résultats ont conduit à tester les inhibiteurs des HSP90 en association avec le bortezomib. 

Les premiers résultats in vitro et in vivo ont prouvé l’intérêt de cette association 

(Mitsiades et al, 2006; McMillin et al, 2007).   

○ Clinique: Les profils d'expression génique peuvent être utilisés pour rechercher des 

marqueurs moléculaires prédictifs de la réponse au traitement. Cette approche a été menée 

par Mulligan (Mulligan et al, 2007). L’objectif final serait de pouvoir proposer aux 

patients un traitement individualisé tenant compte du pronostic et de la sensibilité au 

traitement.  

 

V.8.1 Compréhension des mécanismes de réponse et de résistance aux 

traitements  

Parallèlement aux travaux sur les plasmocytes malins, les profils d'expression génique ont très 

vite été utilisés pour essayer de comprendre les mécanismes de réponse et de résistance aux 

traitements. Dans un premier temps, des lignées de myélome sensibles ou résistantes à un 
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traitement donné étaient comparées afin de mieux comprendre les mécanismes de réponse au 

traitement.  

Les deux objectifs essentiels de ces études étaient : 

- décrire les mécanismes d’action des drogues 

- identifier les mécanismes de résistance aux traitements 

 

En 1998, Der a mené une étude dont l’objectif était d’identifier de nouveaux gènes induits par 

l’interféron (IFN) (Der et al, 1998). Trois types d’IFN ont été étudiés dans une lignée de 

fibrosarcome humaine (HT1080). Les cellules étaient mises en contact avec l’un des 3 IFN 

pendant 6 heures puis l’ARN isolé. Avec des puces commerciales représentant 6 800 gènes, les 

auteurs ont constaté que le traitement par IFN n’induisait pas seulement des dérégulations de 

gènes connus comme reliés à l’IFN mais également d’autres gènes. Il était notamment noté une 

surexpression de gènes liés à l’apoptose (phospholipide scramblase, HIF1 alpha,…) et de deux 

gènes antiapoptotiques (RAP46/bag2, et bcl2). Par ailleurs, les signatures d’expression induites 

par les différents types d’IFN n’étaient pas identiques. Les 3 points à retenir de cette étude 

étaient : 

1. Les profils d'expression génique étaient capables d’identifier l’expression de gènes connus 

comme induits par l’IFN. Cela démontrait la fiabilité et la validité de l’approche 

technique.  

2. Les profils d’expression génique ont permis d’identifier de nouveaux gènes induits par 

l’IFN et pouvant expliquer en partie son impact thérapeutique.  

3. Les gènes ne sont pas induits de manière comparable entre les différents IFN. Ceci peut 

avoir des conséquences pour l’utilisation des IFN en clinique humaine.  

Cette étude était l’une des premières à avoir utilisé les profils d'expression génique pour étudier 

la réponse après exposition des cellules à un traitement. Elle a permis de valider l’intérêt des 

profils d'expression génique dans cette indication et a démontré que les études de profils 

d'expression génique pouvaient permettre de mieux comprendre les mécanismes d’action des 

traitements. Ce type d’approche a, par la suite, été utilisé dans le myélome. 
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V.8.1.1 Dexamethasone : 

Le mécanisme d'action de la dexamethasone a été étudié par comparaison des profils d'expression 

obtenus dans deux variants d'une même lignée de myélome multiple, l'une sensible (MM1S) et 

l'autre résistante à la dexamethasone (MM1R) (Chauhan et al, 2002). Les analyses sur MM1S 

après 2, 4 et 24 heures d’exposition à la dexamethasone (10µM) montraient que 94 gènes étaient 

induits ou réprimés par l’exposition au traitement. La dérégulation de ces gènes était progressive 

avec peu de modification avant 4 heures. Cependant, plusieurs gènes liés à l’apoptose étaient 

dérégulés dès 2 heures avec un pic à 24 heures. Les gènes dérégulés codaient pour des protéines 

impliquées dans différents mécanismes cellulaires : facteurs de transcription, protéines de 

surface, molécules d’adhésion, voies de signalisation,… Parmi ces gènes, on notait l’induction de 

gènes en lien avec la croissance et la survie cellulaire (tel que le gène MAP kinase phosphatase 

qui inhibe la croissance induite par MAPK) et la répression d’antiapoptotiques (Bcl-XL). 

L’exposition à la dexamethasone induisait également l’expression de Ikappa-Balpha, un des 

inhibiteurs de NFKB. Les auteurs ont confirmé que la dexamethasone inhibait l’activation de 

NFKB induite par le TNFalpha. Cette inhibition de NFKB peut être responsable de l’apoptose 

induite par la dexamethasone. Cependant, parallèlement la dexamethasone induisait l’expression 

du récepteur de l’IL6 (IL6R). L’IL6 a un rôle auto et paracrine sur la croissance des cellules de 

myélome (Anderson et al, 1989; Klein et al, 1989). L’IL6 est capable d’inhiber l’apoptose des 

cellules de myélome via l’activation de la voie PI3K / AKT (Hideshima et al, 2001).  

Cette étude démontrait donc que la dexamethasone induit un double signal, proapoptotique par 

inhibition de NFKB et antiapoptotique avec l’induction de IL6R. La connaissance de ces deux 

mécanismes est intéressante sur le plan thérapeutique en suggérant l’intérêt d’associer à la 

dexamethasone des traitements inhibiteur de NFKB (les inhibiteurs du protéasome notamment) 

ou des inhibiteurs de l’IL6.  

 

Les auteurs ont ensuite comparé les profils d'expression génique des lignées MM1S et MM1R. 

L’analyse a permis d’identifier 46 gènes discriminants associés à l’acquisition de la résistance. 

Parmi les gènes discriminants le gène du récepteur aux glucocorticoïdes était fortement sous 

exprimé dans la lignée MM1R. Inversement des gènes de réponse au stress étaient fortement 

surexprimés et notamment les gènes codant pour des protéines protectrices de l’apoptose (HSP 28 
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et HSP 72) et des gènes potentiellement capables de réguler NFKB (Ubch5 (ubiquitin 

conjugating enzyme 5) et BKT (Bruton’s tyrosine kinase).  

 

V.8.2 Bortezomib 

Les inhibiteurs du protéasome sont des inhibiteurs de NFKB mais plusieurs études ont montré 

que leur effet proapoptotique ne pouvait se résumer à ce seul effet (Zimmermann et al, 2000; 

Hideshima et al, 2001; Fleming et al, 2002).  

 

Une première étude a étudié l’impact de deux inhibiteurs du protéasome (bortezomib et PS-519) 

sur la levure saccharomyces cerevisae en combinant les profils d'expression génique et 

l’inhibition de croissance compétitive (Fleming et al, 2002). Cette étude a montré que 

l’exposition aux inhibiteurs du protéasome induisait la dérégulation coordonnée d’un groupe de 

gènes et non une dérégulation anarchique. Ce résultat a conduit Mitsiades à étudier l’impact du 

bortezomib sur une lignée de myélome humaine (Mitsiades et al, 2002). Il a étudié les 

modifications de profils d'expression génique induite sur la lignée MM1S (sensible au PS341) 

après exposition à de fortes doses de bortezomib 100 nM pendant 1, 2, 4 ou 8 heures. Le 

bortezomib ne supprimait pas l’activité transcriptionnelle des cellules mais induisait des 

changements coordonnés d’expression génique.  

 

Les modifications ciblées de transcription impliquaient : 

- Une diminution d’expression de gènes codant pour des facteurs de croissance (IGF1 et IGF1 R) 

ou des molécules anti apoptotiques (Bcl2, FLIP XIAP) 

- Une induction de membre de la cascade apoptotique (Caspase 4 9 procaspase 1 5 7 8 fas et fas 

ligand) 

- Une surexpression de gènes voies ubiquitine protéasome 

- Une surexpression importante des gènes codant pour les heat shock protein (HSP 90, HSP 70, 

HSP 40,…) correspondant à une réponse au stress pouvant protéger les cellules contre l’apoptose. 

Cet effet était l’un des plus intenses induit par le bortezomib et a conduit les auteurs à tester 

l’effet de l’inhibition des HSP sur la sensibilité des cellules au bortezomib. Ils ont ainsi démontré 

que des inhibiteurs de HSP 90 sensibilisaient la lignée MM1S à l’action du bortezomib.  
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En dehors de l’amélioration des connaissances concernant les effets du bortezomib sur les 

cellules, cette étude a eu un impact thérapeutique en conduisant au développement de nouveaux 

traitements. Au vue de leurs résultats, les auteurs ont émis l’hypothèse que l’association 

d’inhibiteur des HSP 90 pouvait avoir un effet sensibilisant des cellules aux traitements 

cytotoxiques comme le bortezomib. Cette hypothèse a, depuis, été validée avec succès in vitro 

(Mitsiades et al, 2006) et des essais de phase II sont en cours chez l’homme avec le 17AAG 

(McMillin et al, 2007). 

 

Quelques autres études ont été menées sur le bortezomib mais, à ce jour, sans impact sur la prise 

en charge thérapeutique des patients. Ainsi, Landowski (Landowski et al, 2005) a étudié l’effet de 

l’exposition de la lignée RMPI 8226 au bortezomib 50nM pendant 4 heures et a démontré que la 

dérégulation de l’homéostasie du calcium par les mitochondries était un mécanisme important de 

la toxicité du bortezomib.  

 

Ces différentes études ont démontré que l’analyse des profils d'expression génique de lignées 

cellulaires après exposition à un traitement pouvait permettre de mieux comprendre les 

mécanismes d’action des traitements, les mécanismes de défense cellulaire et identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques.  
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V.8.3 ARTICLE 3 : Identification d’un gène (REDD1) potentiellement impliqué 

dans la résistance au bortezomib 

Les résultats de l’essai IFM 05-01 ont montré que l’association bortezomib-dexamethasone en 

traitement d’induction augmentait le taux de réponse avant et après autogreffe et s’accompagnait 

d’une meilleure survie sans progression (Harousseau et al, 2008). Cette association va 

probablement devenir le traitement d’induction de référence des patients de moins de 65 ans 

atteints de myélome. Pour autant, certains patients ne répondent pas au bortezomib. Il parait 

important d’essayer d’identifier les patients répondeurs pour adapter le traitement. Compte tenu 

des délais nécessaires pour obtenir des données évolutives concernant les patients, nous avons 

débuté une étude préliminaire sur les lignées de myélome.  

Les résultats publiés par les autres équipes travaillant sur le  myélome montrent qu’un nombre 

restreint et ciblé de gènes sont dérégulés par le bortezomib (Mitsiades et al, 2002; Landowski et 

al, 2005). Cependant, dans ces études, les doses utilisées étaient trop fortes pour rendre compte de 

l’effet de cette drogue chez les patients, et une seule lignée était étudiée. Par rapport aux travaux 

déjà publiés, nous avons pris le parti d’étudier plusieurs lignées de sensibilité différente et de les 

exposer aux mêmes doses de bortezomib-dexamethasone afin de pouvoir observer les 

mécanismes mis en jeu à la fois dans les cellules sensibles et les cellules résistantes. Les doses 

choisies étaient adaptées à celles accessibles en clinique et n’étaient pas toxiques pour toutes les 

lignées étudiées. 

 

Le but de ce travail était d’utiliser les techniques d’étude du profil d’expression génique pour (1) 

identifier les gènes dont l’expression est corrélée à l’action de l’association bortezomib-

dexamethasone dans les cellules de myélome, (2) mettre en évidence de nouvelles voies d’action 

de l’association bortezomib-dexamethasone dans le myélome, (3) réaliser des études 

fonctionnelles sur les gènes clés de ces voies. L’objectif ultime étant de définir de nouveaux 

acteurs impliqués dans les mécanismes mis en jeu par les cellules de myélome pour résister à 

l’action de l’association bortezomib-dexamethasone et de proposer de nouvelles cibles 

thérapeutiques dont l’inhibition pourrait renforcer l’action de ce traitement. 
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V.8.3.1 Résultats  

Nous avons démontré que l’inhibition de la voie mTOR via l’activation du gène REDD1 

(Regulated In Development and DNA Damage Responses 1) est un mécanisme potentiel de 

résistance à l’association bortezomib-dexamethasone. 

 

(1) 9 lignées de myélome de sensibilité variée au bortezomib ont été exposées pendant 6 heures à 

une combinaison bortezomib (10nM) et dexamethasone 1 µM puis les profils d'expression 

génique analysés. Dans toutes les lignées de fortes dérégulations ciblées de gènes ont été 

observées. Il existait une grande hétérogénéité entre les lignées. Cependant, l’analyse 

comparative des lignées traitées et non traitées par SAM (Significance Analysis of Microarrays) 

(Tusher et al, 2001) a identifié 25 gènes significativement dérégulés entre les lignées traitées et 

non traitées (q value = 0 et fold change > 2 or < 0.5) (figure 29).  

 

 

Figure 29 : Représentation des niveaux d’expression des 25 gènes significativement dérégulés 
après exposition à la combinaison bortezomib-dexamethasone. 
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Parmi les 16 gènes sur exprimés après traitement, nous avons observé 7 gènes de réponse à 

différents stress : (HSPA1A, HSPA1B, HSPA1L, DNAJB1, SQSTM1, CHOP and REDD1). Le 

gène REDD1 nous a paru particulièrement intéressant. C’est un gène de description récente décrit 

comme induit par de nombreux stress (arsenic, hypoxie, dexamethasone, thapsigargin, 

tunicamycine, heat shock,…) (Wang et al, 2003; Brugarolas et al, 2004; Lin et al, 2005; 

Schwarzer et al, 2005; Sofer et al, 2005) et lésions de l’ADN (radiation ionisante, ultra violet, 

alkylants DNA) (Ellisen et al, 2002; Lin et al, 2005). Les études publiées sur REDD1 suggéraient 

un rôle pro ou anti apoptotique dépendant du contexte cellulaire (Shoshani et al, 2002; Gery et al, 

2007).  

 

(2) nous avons ensuite focalisé notre attention sur le gène REDD1. L’expression du gène (RT-

PCR) et de la protéine (Western blot) survenait précocement après 2h et 4h d’exposition. Cette 

induction était indépendante de la dexamethasone.  

 

(3) nous avons comparé l’expression de REDD1 avec la viabilité cellulaire après exposition au 

bortezomib-dexamethasone sur 3 lignées de myélome (U266, LP1 et MDN). Nous avons observé 

que l’induction de REDD1 était importante (supérieure à 15 fois) dans les lignées peu sensibles à 

bortezomib-dexamethasone (viabilité à 24h 100% pour LP1 et 68% pour U266) et très faible 

(induction 5 fois) dans la lignée sensible au bortezomib-dexamethasone (viabilité à 24h 10% pour 

MDN). Nous avons constaté que la taille des cellules diminuait précocement parallèlement à 

l’induction de l’expression de REDD1.  

 

La suite de nos résultats a été obtenue sur une seule lignée (U266), car de sensibilité 

intermédiaire au bortezomib-dexamethasone et accessible facilement à la transfection de siRNA. 

 

(4) REDD1 ayant été décrit dans plusieurs modèles comme capable d’inhiber la voie mTOR 

(Brugarolas et al, 2004; Wang et al, 2006; DeYoung et al, 2008), nous avons ensuite étudié les 

effets de l’induction de REDD1 sur l’activité de cette voie métabolique. L’induction de REDD1 

s’accompagnait d’une déphosphorylation de la protéine P70 S6K un des substrats directs 

essentiels de la voie mTOR (Fingar et al, 2002) suggérant que l’induction de REDD1 inhibe la 

voie mTOR 
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(5) une inhibition transitoire de l’expression de REDD1 par siRNA s’accompagnait d’une 

inhibition de la déphosphorylation de P70S6K, d’une abolition de la diminution de taille et de la 

restauration partielle de la sensibilité au bortezomib-dexamethasone.  

 

(6) la dexamethasone n’entraînait ni induction de REDD1 ni inhibition de mTOR dans les lignées 

et aux doses utilisées.  

 

Tous ces résultats suggéraient que l’inhibition de mTOR via l’induction de REDD1 était un 

potentiel mécanisme de résistance des cellules de myélomes au bortezomib-dexamethasone.  

 

V.8.3.2 Commentaires 

REDD1 est un gène de description récente qui a été décrit comme gène de réponse à de multiples 

stress (Ellisen et al, 2002; Wang et al, 2003; Brugarolas et al, 2004). Son interaction avec la voie 

mTOR a été observée dans de nombreux modèles, en réponse à des stress variés (stress hypoxie, 

dexamethasone, privation énergétique,…) (Sofer et al, 2005; Wang et al, 2006; DeYoung et al, 

2008). Il a également été montré que REDD1 régule la taille des cellules via son action sur 

mTOR (Ellisen 2005; Sofer et al, 2005). Cependant, c’est la première fois que l’induction de ce 

gène est démontrée dans le myélome. Nos résultats suggèrent que REDD1 est impliqué, au moins 

en partie, dans la sensibilité au bortezomib.  

 

Nos résultats sont contradictoires avec plusieurs études montrant un effet antiapoptotique de 

mTOR et suggérant que mTOR pourrait être la cible de traitement anti cancéreux (Guertin et al, 

2005; Abraham et al, 2007; Chiang et al, 2007). Les inhibiteurs de mTOR ont été testés dans 

plusieurs modèles de cancer. Ils inhibent la croissance et la prolifération de plusieurs lignées de 

cellules cancéreuses. La possibilité d’utilisation en clinique a été validée par un essai publié 

récemment dans le cancer du rein où leur prescription était associée à un bénéfice de survie 

(Raymond et al, 2004). Cependant, toutes les tumeurs ne répondent pas aux inhibiteurs de mTOR 

et leur effet semble dépendant de l’activation de la Voie PI3K/AKT et du statut PTEN. Une 

grande sensibilité a été observée dans les lignées de cancer du cerveau, du sein, de la prostate et 

de myélome déficientes en PTEN. Dans le myélome, les inhibiteurs de mTOR ont un effet 
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synergique avec la dexamethasone (Shi et al, 2002; Yan et al, 2006) et le lenalidomide (Raje et 

al, 2004).  

 

Ces données sont en contradiction avec nos résultats. Cependant, quelques travaux ont montré 

que l’inhibition de mTOR pouvait avoir un rôle protecteur de la survie des cellules. Ainsi, dans 

les cellules humaines JURKATT, l’inhibition permanente de mTOR s’accompagnait d’une 

diminution de la prolifération puis de la taille cellulaire (Fumarola et al, 2005). Parallèlement, ces 

cellules étaient résistantes à l’apoptose. La réactivation du mTOR s’accompagnait d’une 

réversion du phénotype et de la restauration d’une sensibilité normale à l’apoptose. De plus, Shi a 

démontré que l’inhibition de mTOR par des faibles doses de rapamycine (0,1 -10nM) induisait 

une activation de AKT et une protection des cellules de myélomes vis-à-vis de l’apoptose induite 

par le bortezomib (Shi et al, 2005). La comparaison de l’effet d’un inhibiteur de mTOR 

(rapamycine) et de REDD1 est difficile. Cependant, la diminution de taille et la 

déphosphorylation de P70S6K observée après induction de REDD1 était comparable à celle 

induite par la rapamycine (20 nM).   

 

Nos résultats sont donc soutenus par des données de la littérature et suggèrent que l’utilisation de 

combinaison associant inhibiteur de mTOR et bortezomib doit être étudiée avec attention car elle 

pourrait être délétère.  
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VI. Discussion 
 

Depuis plusieurs années, la recherche de biomarqueurs pronostiques est un des enjeux de 

recherche dans les pathologies malignes. D’ailleurs, le développement des biomarqueurs et de la 

recherche translationnelle ainsi que le transfert rapide des connaissances vers la clinique sont des 

objectifs décrits par le Pr Grünfled dans son rapport remis récemment au Président de la 

République en prévision du prochain Plan Cancer (http://www.e-

cancer.fr/v1/fichiers/public/rapport_grunfeld_104pges_srm_mars_2009_v3.pdf). 

 

Certains biomarqueurs puissants sont des témoins de l’activité de la maladie, d’autres sont 

corrélés à la masse tumorale. Les anomalies génétiques occupent une place de choix dans les 

biomarqueurs car elles sont liées au clone tumoral et permettent de différencier des tumeurs 

pourtant similaires dans leur présentation clinique, biologique ou leur morphologie, leur 

histologie (Alizadeh et al, 2000). Dans le myélome, il existe une instabilité génétique responsable 

de multiples anomalies chromosomiques. L’identification des anomalies chromosomiques ayant 

un réel poids pronostique au sein de ce « bruit de fond » génétique est difficile. Ainsi, alors que la 

délétion du chromosome 13 a été longtemps considérée comme un facteur pronostique majeur 

dans le myélome, les données récentes de l’IFM indiquent que le poids pronostique de la del13 

est lié à son association avec la délétion du 17 et la t(4;14) (Avet-Loiseau et al, 2007). Malgré ces 

difficultés, les analyses de cytogénétique conventionnelle et de FISH ont permis d’identifier des 

anomalies chromosomiques de mauvais pronostic (del17, t(4;14),…) et ont démontré le poids de 

la génétique dans le pronostic du myélome.  

 

Les techniques de génomique permettent de faire une analyse globale et de s'affranchir du « bruit 

de fond » de l'instabilité génétique du myélome. Les premières analyses ont étudié le 

transcriptome par analyse des profils d'expression génique. Les études menées depuis plusieurs 

années ont permis de démontrer : 

- la faisabilité des analyses des profils d'expression génique de plasmocytes médullaires 

malins sur de larges cohortes de patients en monocentrique et en multicentrique. 
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- la reproductibilité des études de profils d'expression génique malgré des différences 

techniques entre les différents laboratoires.  

- l’hétérogénéité génétique du myélome avec proposition de classifications moléculaires du 

myélome.  

- la capacité des études des profils d'expression génique à identifier des marqueurs 

moléculaires pronostiques permettant de proposer des scores prédictifs de la survie ou de 

la réponse aux traitements.  

 

Un des apports importants des analyses des profils d'expression génique est d’avoir poussé plus 

loin la description de l’hétérogénéité génétique du myélome qui avait déjà été esquissée par les 

études cytogénétiques. Ces études ont démontré que des groupes apparemment homogènes sur les 

données cytogénétiques pouvaient être séparés en plusieurs sous groupes ayant des pronostics 

très différents. L’autre impact important des analyses de génomique est d’apporter de nouvelles 

connaissances sur la physiopathologie du myélome.  

 

Pour autant, contrairement à ce qui est observé dans les tumeurs solides (cancer du sein 

principalement), l’application de ces techniques en clinique n’est pas encore d’actualité. Les 

recommandations récentes d’un groupe d’experts, présentées au dernier Myeloma Workshop en 

mars 2009 (http://www.mw-delhi09.com/spargoDocs/Consensuspaneltwo.pdf), indiquent que des 

études complémentaires sont nécessaires et que les analyses de génomique ne peuvent, pour le 

moment, pas être utilisées en routine pour l’évaluation du pronostic des patients. Les freins à 

l’utilisation des techniques de génomique dans la pratique clinique de routine sont nombreux.  

- Le premier frein est technique, lié aux contraintes multiples imposées par ces méthodes à 

toutes les étapes (purification, qualité de l’ARN,…) et qui conduisent à ne pouvoir utiliser 

qu’une partie des prélèvements reçus.  

- Le deuxième frein souvent évoqué est le manque de reproductibilité. Une étude de 

contrôle de qualité des puces à ADN, conduite par la FDA, a démontré le contraire dans 

les laboratoires qui respectent les bonnes pratiques scientifiques (Shi et al, 2006). Par 

ailleurs, la généralisation des puces commerciales et la standardisation des analyses 

permettent d’assurer une bonne reproductibilité des analyses.  



161 

 

- Enfin, pour être accepté en clinique, un biomarqueur doit subir plusieurs étapes de 

validations rétrospectives et prospectives afin de prouver son impact pronostique et son 

intérêt pour la prise en charge thérapeutique des patients. Le processus de validation d’un 

biomarqueur doit idéalement suivre les mêmes étapes que celles d’un nouveau traitement 

(Minvielle 2007). Alors que de nombreux biomarqueurs tels que le taux de β2m ont été 

identifié dans le myélome depuis plusieurs années, aucun d’entre eux n’a été, à ce jour, 

utilisé pour proposer une modification de la stratégie thérapeutique.  

 

Les analyses du transcriptome ont été les premières études de génomique à être développées. 

Depuis quelques années, des analyses à l’échelle du génome sont disponibles, permettant 

d’étudier les variations du nombre de copies et offrent la possibilité d’établir de véritables 

caryotypes médullaires (Baron et al, 2007). Ces techniques permettent d’identifier de nouvelles 

anomalies chromosomiques ayant un poids pronostique important.  

 

VI.1 Apports des analyses de genomique transcriptionnelle 

VI.1.1 Apports des profils d'expression génique par rapport à la cytogénétique 

Dans un premier temps, les études de profils d'expression génique se sont appuyées sur les 

anomalies cytogénétiques connues pour asseoir leur validité. Ainsi, l’étude de Bergsagel 

(Bergsagel et al, 2005) a montré que les profils d'expression génique permettaient de classer les 

myélomes sur la base de l’expression des cyclines et des translocations 14q32. Par ailleurs, les 7 

sous groupes de la classification moléculaire décrite par Zhan étaient liés à l’expression de gènes 

impliqués dans les translocations 14q32 (FGFR3, CCND1, MAF,…) ou à l’hyperdiploïdie (Zhan 

et al, 2006). Secondairement, plusieurs études ont démontré que les profils d'expression génique 

permettent d’aller plus dans les détails de la description de l’hétérogénéité génétique du myélome 

que les analyses cytogénétiques conventionnelles ou en FISH. Les profils d'expression génique 

apportent un degré de complexité complémentaire là ou la cytogénétique voyait un groupe 

homogène de patients. Ainsi plusieurs auteurs ont démontré que les myélomes hyperdiploïdes 

pouvaient être séparés en plusieurs groupes différents en termes de survie, de réponse au 

traitement.  
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Une hyperdiploïdie est observée dans 50 à 60% des myélomes et associée à un pronostic 

favorable. Cependant, des patients hyperdiploïdes ont une survie courte, ce qui illustre 

l’hétérogénéité de groupe des patients hyperdiploïdes. Chng a cherché à appréhender 

l’hétérogénéité de l’hyperdiploïdie (Chng et al, 2007). Il a comparé les profils d'expression 

génique de 53 myélomes hyperdiploïdes et de 37 myélomes non hyperdiploïdes et identifié 413 

gènes discriminants dont environ un tiers était lié à la synthèse protéique. Par une analyse 

récursive, 4 groupes de myélomes hyperdiploïdes ayant des signatures d’expression 

mutuellement exclusive ont été identifiés.  

- groupe 1 caractérisé par l’expression importante d’antigène de cancer testiculaire et de gènes 

liés à la mitose et la prolifération 

- groupe 2 caractérisé par une expression de l’IL6 et du HGF hepatocyte growth factor 

- groupe 3 caractérisé par l’expression de gènes liés à NFKB et antiapoptotique 

- groupe 4 qui n’exprime aucun des gènes précédents 

Ces 4 groupes ont été validés sur deux autres cohortes de patients. La répartition des patients 

entre les 4 groupes était la même au diagnostic ou en rechute. Les 4 groupes avaient des survies 

différentes avec des médianes de survie respectivement à 27 mois pour le groupe 1, non atteinte 

pour le groupe 2, 122 mois pour le groupe 3 et 49 mois pour le groupe 4. Le groupe 3 étant 

caractérisé par une expression de gènes liés à NFKB, cible du bortezomib, les auteurs ont 

recherché un lien entre ce groupe et la réponse au traitement. Ils ont étudié une cohorte de 63 

patients inclus dans l’essai APEX comparant en rechute le bortezomib (29 patients) à la 

dexamethasone (34 patients). Le groupe 3 était associé à une sensibilité supérieure au bortezomib 

par rapport aux autres groupes (taux de réponse 70% contre 29% - p=0,0002). La survie sans 

progression des patients traités par bortezomib était plus longue pour les patients du groupe 3 que 

pour les 3 autres groupes (médiane 253 jours contre 90 jours p 0,0002). En revanche, la 

sensibilité à la dexamethasone était comparable entre le groupe 3 et les autres groupes.  

 

Dans une étude combinant analyse des variations du nombre de copies par CGH arrays et profils 

d'expression génique, Carrasco (Carrasco et al, 2006) a montré que, parmi les myélomes 

hyperdiploïdes, la présence d’une trisomie 11 en l’absence d’une del13 et d’un gain de 1q était 

associée à un meilleur pronostic.  
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Par ailleurs, Chng a montré que le score UAMS permettait d’identifier deux groupes au sein des 

patients ayant une t(4;14) (Chng et al, 2008).   

 

VI.1.2 Amélioration des connaissances de la physiopathologie du myélome 

Les premières études des profils d'expression génique dans le myélome ont cherché à identifier 

des gènes associés différenciant les plasmocytes normaux et malins ou impliqués dans 

l’oncogenèse du myélome. Depuis, la corrélation des données d’expression avec les données 

cliniques et évolutives des patients a permis de proposer des scores prédictifs de la survie. Ces 

deux étapes illustrent les deux approches possibles des techniques de génomique. L’une est une 

approche de recherche fondamentale dont le but est d’améliorer les connaissances de la 

physiologie de la maladie. L’autre est plus clinique, orientée vers la recherche de marqueurs 

prédictifs. Il n’y a pas d’antinomie entre ces deux approches et les échantillons étudiés peuvent 

être les mêmes.  

 

Dans les études à visée clinique, l’objectif principal est l’identification d’un prédicteur. L’aspect 

scientifique est au second plan. Dans la majorité des cas, les gènes associés au pronostic n’ont 

pas de lien direct avec la physiopathologie et ne permettent pas de comprendre leur lien avec le 

pronostic. Cela ne doit pas remettre en cause la pertinence des prédicteurs identifiés 

(Quackenbush 2006). Retirer des connaissances biologiques des analyses de profils d'expression 

génique est un challenge. Deux approches peuvent être utilisées, l’une gène par gène et l’autre, 

basée sur des groupes de gènes reliés par une fonction biologique, un processus cellulaire,… 

 

VI.1.2.1 Approche gène par gène 

L’approche gène par gène consiste à analyser la liste des gènes discriminants en essayant de 

trouver un lien possible entre chacun des gènes et une fonction impliquée dans la physiologie 

plasmocytaire. C’est l’approche que nous avons eue dans notre travail sur la recherche de 

mécanismes de résistance des lignées cellulaires à l’association bortezomib-dexamethasone. Les 

différentes étapes ont été : 
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- Validation in silico qui consiste à confronter la liste des gènes avec les données de la 

littérature et à essayer de trouver une cohérence, un schéma permettant de relier les 

données d’expression et des effets biologiques décrits. 

- Etudes ciblées des gènes d’intérêt : vérification des données d’expression, étude de 

l’expression à l’échelle de la protéine, cinétique d’induction,… 

- Etudes fonctionnelles avec, par exemple, utilisation des techniques d’interférences d’ARN 

(siRNA) pour inhiber l’expression du gène et observer les effets de cette inhibition. 

 

VI.1.2.2 « Gene set enrichment analysis » (GSEA) 

L’autre approche, baptisée « gene set enrichment analysis » (GSEA) consiste à prendre le 

problème en sens inverse (Subramanian et al, 2005). Cette analyse utilise des groupes de gènes 

(reliés par des processus cellulaires, des fonctions biologiques, des caractéristiques 

chromosomiques, …) et recherche si l’expression de ces gènes est dérégulée de manière similaire 

entre deux groupes échantillons (par exemple entre les patients de bon et de mauvais pronostic). 

Cette méthode permet une analyse plus biologique des profils d'expression génique qui n’est plus 

basée uniquement sur des listes de gènes sans lien entre eux. Alors que l’analyse « gène par 

gène » trouve parfois peu de similitudes entre deux études indépendantes, le GSEA permet de 

mettre en évidence des anomalies communes. Nous avons utilisé cette approche dans notre étude 

prédictive et avons pu ainsi démontrer que la biologie des myélomes à haut et à faible risque est 

différente. Nous avons notamment identifié un enrichissement de gènes dans la signature de 

mauvais pronostic qui pourrait expliquer, en partie, l’instabilité génétique du myélome. 

VI.2 Obstacles au développement de ces techniques 

VI.2.1 Obstacles techniques  

Une des limites des profils d'expression génique était le manque de standardisation des analyses à 

toutes les étapes. Avec les progrès technique et la généralisation des puces commerciales, ces 

problèmes deviennent moins importants. Cependant, un contrôle rigoureux à chaque étape, du 

prélèvement jusqu’à l’analyse statistique finale est nécessaire pour assurer la qualité des résultats.  
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VI.2.1.1 Purification des plasmocytes et vérification de la pureté 

La purification des cellules est indispensable afin d’éviter une contamination des signatures 

d’expression par des cellules non plasmocytaires. Dans toutes les études menées par notre équipe, 

le traitement des échantillons médullaires était centralisé et effectué dans le laboratoire 

d’Hématologie du CHU de Nantes. Après réception du prélèvement (transport rapide à 

température ambiante), les cellules mononuclées de la moelle osseuse sont séparées par 

centrifugation en gradient de Ficoll. Les plasmocytes sont ensuite triés au moyen de billes 

magnétiques couplées à un anticorps anti-CD138, spécifique des plasmocytes dans la moelle 

osseuse, permettant l’obtention d’une pureté supérieure à 90%. Cette étape de tri est un élément 

incontournable de la procédure. En effet, le pourcentage médian de plasmocytes après Ficoll est 

d’environ 6%. Après purification, la pureté en plasmocytes est analysée en cytologie et un taux 

de pureté supérieur à 90% est exigé. Cette procédure a été validée sur plus de 4 000 prélèvements 

effectués dans l’ensemble des centres de l’IFM.  

Dans les études de l’équipe de Shaugnessy, la méthode de purification était la même (Zhan et al, 

2006; Shaughnessy et al, 2007). En revanche, l’évaluation de la pureté était faite par cytométrie 

en flux. Dans l’étude de Mulligan (Mulligan et al, 2007), la purification était faite par 

enrichissement (sélection négative), localement dans chaque centre. L’évaluation de la pureté 

était centralisée et basée sur les données d’expression par calcul d’un rapport entre l’expression 

de gènes spécifiques des plasmocytes et de gènes spécifiques de cellules érythroïdes, neutrophiles 

et T. La corrélation entre ce score et le pourcentage de plasmocytes réellement présent dans 

l’échantillon est difficile. À la vue des données fournies par les auteurs, il semble qu’une pureté 

de 84% permettait d’obtenir un score de pureté suffisant pour conserver l’échantillon.  

 

Ces différences de méthodes utilisées pour la purification et surtout pour la vérification de la 

pureté finale peuvent biaiser les résultats. Ainsi, Chng a remis en cause les résultats de Zhan 

concernant la signature « MGUS » (Chng et al, 2007).  

 Dans la cohorte d’entrainement de 351 patients analysée par Zhan, 95 échantillons 

exprimaient une signature myéloïde témoignant de la probable contamination par des 

cellules non malignes. Ces échantillons n’ont pas été exclus de l’analyse dans l’article sur la 

signature « MGUS » (Zhan et al, 2002). Chng a réanalysé les données de survie en excluant 

les 95 échantillons contaminés. Sur les 256 myélomes restants (76 « myélome-MGUS », 
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180 « myélome non MGUS »), il ne trouvait pas de différence de survie entre les deux 

groupes de myélomes.  

 Chng a utilisé la signature « MGUS » pour analyser une cohorte indépendante de patients 

de la Mayo Clinic. Aucun des myélomes de cette cohorte n’exprimaient la signature 

« MGUS ».  

 Par ailleurs, sur une nouvelle analyse des données de Zhan, Chng a mis en évidence une 

surexpression de gènes de la signature des plasmocytes normaux polyclonaux dans les 

MGUS. Ce résultat témoigne de la contamination des échantillons de MGUS par des 

plasmocytes normaux. La contamination des prélèvements est une des difficultés 

importantes de l’étude des MGUS. La coexistence de plasmocytes médullaires normaux et 

monoclonaux nécessite l’étude phénotypique des plasmocytes avant hybridation. Dans 

l’étude de Zhan, cette donnée n’était pas disponible.  

Les critiques de Chng illustrent l’importance qu’il faut apporter à la purification des échantillons 

et à la vérification de la pureté avant hybridation sur les puces. Une standardisation des méthodes 

de purification et de l’évaluation de la pureté est indispensable. Par ailleurs, elles soulignent 

l’importance d’effectuer une validation externe des données issues des profils d'expression 

génique sur des cohortes extérieures indépendantes. Les validations internes sur des cohortes de 

validation ne suffisent pas à valider des résultats.  

 

VI.2.1.2 Vérification de la qualité de l’ARN, de l’absence de dégradation de 

l’ARN 

Une fois l’ARN extrait, il est important de le quantifier et d’évaluer sa qualité (niveau de 

dégradation, pureté). Les analyses quantitatives et qualitatives de l’ARN extrait peuvent être 

réalisées sur deux appareils qui ne fournissent pas les mêmes informations.  

 

Le spectrophotomètre Nanodrop (NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, DE) permet de 

mesurer la quantité d’ARN et d’évaluer sa pureté (présence de protéines, de résidus des produits 

d’extraction). Le Nanodrop trace une courbe d’absorbance. Les valeurs d’absorbance analysées 

sont 260nm (ARN ou ADN), 280 nm (protéines) et 230nm (résidus de phénol ou chloroforme 

utilisés pour l’extraction). Les rapports 260nm/280nm et 260nm/230nm permettent d’évaluer la 

pureté de l’ARN face aux éventuelles protéines et/ou solutés d’extraction restant (phénol, 
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chloroforme). Les critères de sélection des échantillons sont : quantité > 1µg, rapport 

260nm/280nm>1.9 et 260nm/230nm>1,8. Les échantillons ne répondant pas à ses critères ne 

doivent pas être analysés.  

 

L’appareil Agilent 2100 bioanalyser  (Agilent Technologies Palo Alto, CA) évalue la quantité 

d’ARN et le niveau de dégradation. La quantité est estimée par comparaison avec un marqueur 

(RNA 6000 ladder) déposé dans un des puits de la puce. L’analyse qualitative s’effectue dans le 

même temps. La qualité était initialement évaluée sur le rapport des pics 28S/18S. Un rapport 

28S/18S < 1,8 témoignant d’une dégradation de l’ARN conduisait à l’exclusion de l’échantillon. 

Depuis, la firme Agilent a développé un score baptisé RIN (pour RNA Integrity Number) qui 

permet d’évaluer de manière beaucoup plus fiable la qualité de l’ARN (Schroeder et al, 2006). 

Les valeurs du RIN peuvent être comprises entre 1 (ARN totalement dégradé) et 10 (ARN intact). 

 

Pour chacune de nos études, l’analyse des ARN extraits était effectuée sur l’appareil Agilent. Les 

tubes contenant moins de 2µg d’ARN total étaient exclus de l’étude. Par ailleurs, pour notre 

deuxième étude, le RIN moyen était de 9,1 (6,9 – 10) témoignant de la qualité des ARN analysés 

(figure 30). 
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Figure 30 : Résultats de l'analyse de la qualité de l'ARN (RIN number) pour 9 prélèvements inclus 
dans notre étude (Decaux et al, 2008). 

 

Ces analyses doivent être systématiques dans les études de génomique. Pour nos études actuelles 

et futures, les échantillons d’ARN seront testés sur les deux appareils car cela permet une 

meilleure sélection des prélèvements.  

 

VI.2.1.3 Types de puces 

Il existe deux procédés de fabrication des puces : le dépôt d'ADN complémentaire (ADNc) sur le 

support solide ou la synthèse in situ d'oligonucléotides (Baron et al, 2007).  

 

Pour la première approche, il est nécessaire d'établir une collection de cibles spécifiques d'un 

grand nombre de gènes. Cette collection est réalisée à partir de banques de clones d'ADNc 

obtenus par transcription inverse des ARN messagers d'une cellule ou d'un tissu donné. Le 

séquençage de ces clones sous forme d'EST (expressed sequence tag) permet leur identification. 

Cela a été réalisé pour l'homme et la souris par le Consortium Image qui a déjà produit plusieurs 

millions de clones partiellement séquencés. Ces clones sont ensuite amplifiés par PCR, puis 
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déposés de façon ordonnée au moyen de robots sur un support solide en verre ou en nylon. Ces 

puces peuvent être fabriquées dans des laboratoires disposant de robots spotteurs. Leurs 

avantages sont d'une part leur flexibilité, avec la possibilité de confectionner des puces à façon 

contenant les gènes d'intérêt, et, d'autre part, leur coût moindre. Elles présentent également 

l’avantage d’une plus grande sensibilité, permettant l’utilisation de faible quantité d’ARN total (1 

à 2 microgrammes) et nécessitant donc des quantités moins importantes de cellules (Bertucci et 

al, 1999). Leur principal inconvénient est la gestion des clones et des produits de la PCR qui 

nécessite une grande vigilance afin d'obtenir et de maintenir des collections en bon état (Bertucci 

et al, 2001).  

La seconde approche est celle des puces à oligonucléotides, développées essentiellement par la 

société Affymetrix. Elle consiste en l'obtention d'oligonucléotides de 20- ou 25-mères, 

spécifiques de chaque gène, synthétisés in situ directement sur la puce. La synthèse se fait sur un 

support en silicium par des techniques de photolithographie issues de la technologie des 

microprocesseurs. Elle permet une très grande intégration des cibles, jusqu'à plusieurs centaines 

de milliers d'oligonucléotides différents au centimètre carré avec un potentiel maximal de 

miniaturisation encore très important. Le coût élevé de production rendait la technologie hors de 

portée des équipes de recherche. Depuis, les progrès technologiques ont permis d’une part 

d’augmenter le nombre d’oligonucléotides présents sur les puces permettant une étude 

pangénomique et d’autre part, une diminution des coûts. Actuellement, les plateformes 

Affymetrix se généralisent dans les laboratoires.  

 

Notre unité a initialement utilisé la technologie développée au TAGC (INSERM ERM 206). Pour 

notre première étude (Magrangeas et al, 2003), les puces utilisées étaient des membranes de 

nylon sur lesquelles sont déposés des produits de PCR obtenus à partir de la banque de clones 

d’ADNc de l’ERM 206. Cette banque a été obtenue par sélection de clones EST issus de la 

banque d’ADNc du consortium IMAGE. Parmi les 7200 clones de la banque de l’ERM 206, 5470 

clones ont été choisis afin de réaliser une puce un peu plus spécifique des plasmocytes. Pour 

certains gènes, plusieurs clones ont été déposés à des localisations différentes sur les membranes. 

Les produits déposés correspondent à la partie 3’ non codante des gènes. Les puces étaient 

produites par l’ERM 206. La qualité des dépôts et la quantité de matériel déposé étaient vérifiées 

par hybridation d’une sonde oligonucléotidique (sonde vecteur) correspondant à une séquence 
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commune à tous les produits de PCR. Cette étape permettait de s’assurer de la régularité des 

dépôts sur les membranes et d’évaluer la quantité de matériel déposé. 

Dans un second temps, ce type de puces a été développé au sein de l’UMGC et nos études 

suivantes ont été menées avec des puces produites au sein de l’UMGC à Nantes. Ces 

« nouvelles » puces étaient construites à partir de 17 134 séquences d’ADN complémentaires 

représentant environ 11 250 gènes. Cette deuxième génération de puces combinait : (1) les gènes 

de la première génération de puces, correspondant à environ 5 400 clones enrichis en gènes ayant 

un rôle suspecté en immunologie et dans les cancers, (2) 500 clones issus de la banque IMAGE et 

dont les transcrits distinguent la signature « centre germinatif » et « B activés » décrites par 

Alizadeh (Alizadeh et al, 2000), (3) environ 16 000 clones non redondants pour obtenir une 

couverture maximale du génome. Ces clones ont été choisis selon des critères stricts et étaient 

reliés en bioinformatique avec les oligonucléotides présents sur les puces Affymetrix. Notre 

deuxième génération de puces couvre environ 47% du génome. 

 

VI.2.1.4 Vérification de la qualité de l’hybridation 

Sur les puces nylons et les puces Affymetrix, il existe un panel de contrôles permettant une 

évaluation rigoureuse de la qualité de l’hybridation. 

 

VI.2.2 Sélection des patients  

Du fait de toutes ces étapes, un certain nombre d’échantillons ne peuvent pas être pris en compte 

dans l’analyse finale. L’étude de Mulligan est intéressante car elle détaille parfaitement la 

sélection des patients à chaque étape de la préparation des échantillons (Mulligan et al, 2007).  

 

Dans cette étude, la plasmocytose médullaire était estimée entre 5 et 75% avant enrichissement. 

L’évaluation de la pureté était centralisée et basée sur les données d’expression par calcul d’un 

rapport entre l’expression de gènes spécifiques des plasmocytes et de gènes spécifiques de 

cellules érythroïdes, neutrophiles et T. A chaque étape, un nombre important d’échantillons était 

rejeté.  

- Seuls 60% des échantillons ont permis l’obtention de quantité d’ARN suffisante avec la 

qualité requise.  

- Par la suite, 15% des échantillons hybridés ont donné un signal de mauvaise qualité.  
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- Enfin, parmi les échantillons ayant donné un signal de qualité, 15% n’ont pas passé le 

seuil de pureté.  

Les contrôles réalisés à chaque étape de la qualité des prélèvements ont donc conduit à rejeter, au 

final, plus de la moitié des échantillons avec seulement 40% des patients finalement analysables. 

Les principales caractéristiques cliniques et biologiques des patients non analysés en génomique 

étaient identiques à celles des patients analysés. Cependant, la masse tumorale était plus élevée 

(ce qui est logique car c’est un des facteurs influençant la qualité des prélèvements) et l’évolution 

étaient plus péjorative (survie, réponse, TTP) pour les patients analysés en génomique. Le fait 

que, dans cette étude, les meilleurs échantillons soient ceux fortement envahis créé un biais et il 

n’est pas certain que les résultats soient extrapolables à l’ensemble des patients.  

 

Le laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes reçoit tous les prélèvements de myélome des 

patients inclus dans les protocoles IFM. Notre impression est la même avec moins de la moitié 

des prélèvements finalement utilisables pour des analyses de profils d'expression génique. Cela 

peut créer un biais dans toutes ces études de génomique et il est indispensable de vérifier que les 

populations étudiées sont représentatives de la cohorte globale. Dans notre étude (Decaux et al, 

2008), les caractéristiques cliniques, biologiques et la survie des 250 patients analysés en profil 

d'expression génique étaient comparables aux 724 patients non analysés et inclus dans le même 

protocole clinique (figure 19).  

 

VI.2.3 Reproductibilité des résultats ? 

L’utilisation de techniques différentes a longtemps fait craindre un manque de reproductibilité 

des études de génomique transcriptionnelle. Une étude conduite par la FDA et menée avec la 

collaboration de laboratoires institutionnels et privés, a démontré la reproductibilité des analyses 

de génomique quelque soit la plateforme utilisée. MicroArray Quality Control (MACQ project) 

(Shi et al, 2006). Des analyses de 4 échantillons obtenus à partir de 2 échantillons d’ARN de 

référence ont été testées dans plusieurs sites utilisant des technologies de puces différentes. Les 

analyses ont démontré une cohérence intra plateforme et une concordance inter plateforme en 

terme de gènes différentiels identifiés.  
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Pour nos études, la fiabilité et la reproductibilité de nos résultats ont été vérifiées par plusieurs 

méthodes : 

- contrôle de l’expression des gènes d’intérêt par RT-PCR. 

- vérification de la reproductibilité de nos résultats sur 4 hybridations faites en dupliquats 

(figure 31). 

- validation du score IFM sur une cohorte de validation (validation interne). 

- validation externe du score IFM sur des cohortes indépendantes de patients ayant été 

analysées par puces commerciales Affymetrix (cf chapitre V.7.6). 

 

 

Figure 31 : Comparaison de l'intensité de signal dans 4 dupliquats (Decaux et al, 2008). 

 

Depuis quelques années, notre équipe a développé une plateforme Affymetrix utilisant des puces 

commerciales. Cette technique présente les avantages d’être standardisée, utilisée par plusieurs 

laboratoires dans le monde et de permettre, sur la même plateforme, l’étude du transcriptome et 

des variations du nombre de copies. Par ailleurs, les progrès réguliers dans ce domaine permettent 

de disposer de puces de plus en plus performantes autorisant une exploration de tout le génome.  
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VI.2.4 Question de la comparabilité entre les prédicteurs.  

Entre le score IFM et le score UAMS, il n’y a pas de gènes en commun. Cette absence de 

recoupement entre plusieurs études est un des points qui peuvent faire douter de la fiabilité de ces 

méthodes. L’absence de recoupement entre deux prédicteurs peut être due à des différences de 

cohorte, de types de puces (nos puces ne couvraient que 47% du génome), du choix du critère 

discriminant (l’équipe de Shaugnessy cherchait à prédire les décès précoces) (Shaughnessy et al, 

2007). Les deux scores sont indépendants et complémentaires comme en témoigne la figure 28 

qui montre que la combinaison des deux scores sur une cohorte indépendante permet d’identifier 

un sous groupe de patients à très haut risque (patients inclus dans le protocole APEX). L’absence 

de recouvrement entre différents scores prédictifs a déjà été décrite dans le cancer du sein et ne 

doit pas être un obstacle à leur développement en clinique.  

 

Cinq scores prédictifs différents, décrits dans le cancer du sein ont été testés sur une cohorte de 

295 patientes (Fan et al, 2006). Aucun des modèles n’avait de gène en commun avec les autres. 

Quatre des scores avaient un pouvoir de prédiction significatif et similaire. Le seul score non 

pertinent était basé sur l’expression de seulement 2 gènes, ce qui augmente le risque de 

dépendance vis-à-vis de la cohorte ayant servi à la description du modèle. Les auteurs concluaient 

que la recherche de gènes communs n’est pas la bonne méthode pour tester la reproductibilité 

entre deux prédicteurs. Il est préférable d’étudier leur capacité respective à classer des 

échantillons indépendants. C’est ainsi que le score IFM et UAMS ont tous les deux prouvé leur 

fiabilité sur plusieurs cohortes de patients. La mise à disposition des données d’expression 

obtenues sur internet permet de tester rapidement un score prédictif sur différentes cohortes 

indépendantes.  

 

VI.3 Applications en clinique 

Malgré la profusion des biomarqueurs décrits dans de nombreux cancers, très peu de 

biomarqueurs prédictifs ont réellement un impact sur la prise en charge des patients. Dans le 

myélome, aucun biomarqueur n’est pris en compte pour définir la stratégie de prise en charge 

thérapeutique des patients. Pourtant, plusieurs marqueurs biologiques au premier rang desquels la 
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β2m ont depuis longtemps prouvé leur impact pronostique. A ce jour, la β2m reste un marqueur 

pronostique important qui garde un impact indépendant, y compris dans les études de génétiques. 

Les anomalies cytogénétiques ont également bien prouvé leur impact. Pour autant, aucun de ces 

critères très performants n’est utilisé pour établir la stratégie thérapeutique des patients atteints de 

myélome. 

 

Jusqu’à présent, la stratégie thérapeutique dans le myélome ne tient pas compte du pronostic des 

patients. Cependant, il y a plusieurs années, l’IFM avait mené 3 essais en parallèle (protocoles 

IFM 99) avec des stratégies différentes en fonction de la présence ou non de deux marqueurs de 

mauvais pronostic (β2m et del13). Mais le schéma de l’étude n’était pas fait pour valider cette 

approche thérapeutique stratifiée sur les biomarqueurs. Plus récemment, l’idée d’une stratégie 

thérapeutique adaptée au risque a commencé à voir le jour dans deux équipes : 

- L’équipe de la Mayo Clinic recommande une prise en charge différente des patients à haut 

risque et des patients de risque standard selon le score mSMART (basé principalement sur la 

présence d’anomalies cytogénétiques) (Stewart et al, 2007; Kyle et al, 2009). Deux stratégies 

thérapeutiques sont proposées chez les patients éligibles pour une intensification thérapeutique 

mais aussi chez les patients non éligibles. Pour autant, cette proposition ne fait pas l’objet d’un 

essai randomisé et n’a pas été validée. 

- L'équipe de Barlogie propose deux protocoles différents en fonction du risque évalué par le 

score UAMS. Les patients de bon pronostic sont inclus dans le protocole « total therapy 4 » qui 

propose de comparer une version allégée de la TT3 avec la version classique. Les patients à haut 

risque sont inclus dans le protocole « total therapy 5 » avec traitement d’entretien prolongé.   

 

Pour être utilisé en clinique, un test biologique doit répondre à plusieurs impératifs (Lotze et al, 

2005; Butterfield et al, 2008) : 

- Un test clinique doit être fiable, reproductible et réalisable sur tous les patients. 

- Le résultat doit être sans ambiguïté (positif ou négatif), ou sous forme d’un index 

quantitatif à partir duquel pourront être prises des décisions cliniques.  

- Il faut que l’information fournie ait une réelle utilité clinique, qu’elle oriente 

effectivement des décisions thérapeutiques. Si le résultat n’est pas effectivement utilisé 

pour choisir le meilleur traitement, le test n’a pas de raison d’être. 
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- La différence de risques entre les deux populations identifiées doit être cliniquement 

signifiante. 

 

VI.3.1 Processus de développement d’un biomarqueur prédictif  

La création de nouveaux outils diagnostiques fiables et utiles en clinique à partir des résultats 

issus des puces à ADN nécessite plusieurs étapes.  

- La première étape est la recherche d’un nouveau marqueur moléculaire correspondant à une 

signature d’expression génique. Les séquences nucléotidiques des puces à ADN, commerciales 

ou non, doivent être disponibles et annotées avec la dernière version disponible du génome, afin 

de pouvoir comparer les résultats d’un laboratoire à l’autre. L’étude doit inclure un nombre 

d’échantillons initial suffisant pour pouvoir réaliser une étude statistique incluant une validation 

interne. Elle doit conduire à la caractérisation complète du prédicteur, fournir une première 

estimation de sa précision et de sa valeur ajoutée par rapport aux marqueurs existants.  

- La deuxième étape consiste à valider le prédicteur sur des cohortes indépendantes. La valeur 

prédictive d’un profil d’expression doit être validée par l’analyse d’un grand nombre 

d’échantillons provenant de patients pour lesquels des données clinico-biologiques sont 

disponibles (traitements reçus, évolution à long terme,…). Même pour des cancers fréquents 

comme celui du sein, il n’est pas aisé d’accéder à des séries importantes d’échantillons associées 

à un suivi précis incluant un traitement homogène, d’autant que les thérapies évoluent, que de 

nouvelles molécules apparaissent, et que des associations différentes sont proposées… Les études 

incluent au mieux quelques centaines de tumeurs, ce qui est peu pour découvrir et vérifier la 

corrélation entre un profil d’expression et une donnée clinique.  

- La troisième étape consiste à évaluer le marqueur obtenu en démontrant son utilité dans une 

étude analogue à un essai clinique de phase III multicentrique.  

 

Ces différentes étapes ont été franchies dans le cancer du sein et deux tests diagnostiques 

(MammaPrint® et OncoDx®) font l’objet d’études randomisées dont le design est proche 

d’essais clinique thérapeutiques (Cardoso et al, 2008) (Sparano et al, 2008).  
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VI.3.2 Exemple du cancer du sein 

Les traitements systémiques (chimiothérapie, hormonothérapie, thérapies moléculaires ciblées) 

censés éradiquer la maladie métastatique clinique ou infra-clinique, sont délivrés en fonction de 

facteurs pronostiques et prédictifs. Malheureusement, ceux-ci rendent insuffisamment compte de 

l’hétérogénéité évolutive de la maladie, conduisant trop souvent à des traitements inadaptés. Les 

essais cliniques des traitements adjuvants des cancers du sein se sont longtemps limités à des 

comparaisons globales de populations hétérogènes. Dans les tumeurs localisées sans 

envahissement ganglionnaire, l’impact favorable de la chimiothérapie sur la survie est démontré. 

Mais, en raison de l’insuffisance des facteurs pronostiques, la majorité des patientes reçoit une 

chimiothérapie adjuvante, alors qu’elle ne serait, en réalité, nécessaire que chez 20 % d’entre 

elles. Il est important d’améliorer la classification pronostique pour affiner les indications 

thérapeutiques et améliorer la survie. 

 

En 2002, l’équipe de Laura van’t Veer a étudié une cohorte de 78 patientes ayant un cancer du 

sein localisé (van 't Veer et al, 2002), sans envahissement ganglionnaire et identifié une signature 

de 70 gènes dont l’expression était significativement associée à une évolution clinique péjorative, 

avec survenue de métastases dans les cinq ans. Cette signature de mauvais pronostic permettait de 

prédire la survie sans récidive de façon plus sûre que les critères clinicopathologiques classiques 

(HR 4,6). Cette signature a été validée rétrospectivement sur une cohorte monocentrique  de 295 

patientes. Elle a également été validée prospectivement sur une cohorte multicentrique de 302 

patientes. Dans cette étude, les analyses étaient effectuées en aveugle La société Agendia a été 

créée pour commercialiser ce test pronostique, baptisé Mammaprint qui pourrait être utilisé pour 

éviter une chimiothérapie chez les patientes ayant un bon pronostic. Ces études ont permis 

l’acceptation de ce test par la FDA. Ce test est en cours de validation prospective dans un essai 

baptisé MINDACT (microarray in node-negative disease may avoid chemotherapy trial) et dont 

l’objectif est de démontrer que la signature permettra de traiter par chimiothérapie moins de 

patientes qu’avec les critères histologiques et cliniques classiques avec une survie pourtant 

similaire (Cardoso et al, 2008). L’essai devrait inclure 6 000 patientes. Un test du même type 

développé par l’Institut Paoli-Calmette de Marseille et l’entreprise française Ipsogen s’adresse 

aux cancers du sein avec envahissement  ganglionnaire et fait actuellement l’objet d’un essai 

prospectif. 
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Un autre test (OncoType DX) utilise la technique de RT-PCR mais a suivi les mêmes étapes 

(Sparano et al, 2008). Chez les femmes ayant un cancer du sein avec expression des récepteurs 

hormonaux,  sans extension ganglionnaire, une grande étude a démontré l’intérêt d’un traitement 

par Tamoxifène et chimiothérapie. Cependant, compte tenu du faible risque de récurrence après 

traitement par Tamoxifène (15%, à 10 ans), la majorité de femmes vont être surtraitées. Le test 

OncoType DX attribue un « score de récidive » permettant de prédire un risque de récidive à 

distance faible, intermédiaire ou élevé pour des patientes recevant un traitement adjuvant par 

Tamoxifène. Ce score a été validé dans plusieurs cohortes de grande taille. Il a été démontré 

qu’un score haut identifiait un groupe ayant un taux de rechute à 10 ans de 30,5% et un score 

faible avec un taux de rechute de 6,8% à 10 ans et que le score était corrélé à la survie. Les 

patients qui bénéficient du Tamoxifène sont les patients ayant un score bas ou intermédiaire et à 

l’inverse, le bénéfice de la chimiothérapie a été prouvé chez les patients ayant un risque haut. Ce 

test prédit la récurrence mieux que les méthodes reconnues (basé sur l’âge, la  taille tumeur et le 

grade…). À la vue des études disponibles, ce test a été commercialisé. Là encore, un large essai 

prospectif a été débuté récemment pour valider la stratégie thérapeutique basée sur la valeur de ce 

score et pour définir l’attitude à avoir chez les patientes ayant un score intermédiaire (Sparano et 

al, 2008).  

 

Pour ces deux tests, la question posée était pertinente cliniquement (limiter les chimiothérapies 

inutiles) et le nombre de patientes concernées important. Il est important de noter que, dans les 

deux cas cités, les études sont soutenues par l’industrie.  

 

VI.3.3 Biomarqueurs et myélome 

Par rapport au cancer du sein, plusieurs obstacles gênent l’utilisation de biomarqueurs 

moléculaire en clinique dans le myélome : 

- Le cancer du sein est une pathologie beaucoup plus fréquente que le myélome. De ce 

fait, le nombre d’échantillons disponibles est plus important. Cela permet une validation 

externe des biomarqueurs proposés beaucoup plus rapide et performante.  

- La « culture » du traitement adapté en fonction des caractéristiques de la tumeur est 

présente depuis plusieurs années dans les cancers solides. Un cancer du sein localisé sans 
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envahissement ganglionnaire n’est pas pris en charge comme un cancer métastasé. 

L’étude de l’expression des récepteurs hormonaux permet depuis longtemps de définir 

l’indication à un traitement hormonal. De ce fait, les médecins prenant en charge les 

cancers du sein disposent déjà de « gold standard » pouvant servir de référence pour tester 

l’apport d’un nouveau marqueur. C’est ce qui est fait dans l’essai MINDACT ou le test 

MammaPrint est comparé à une stratégie validée basée sur des critères bio-cliniques. Dans 

le myélome, la prise en charge est beaucoup plus homogène. Le seul critère vraiment 

discriminant étant l’éligibilité à l’autogreffe. En dehors de ce critère, tous les patients sont 

traités de manière homogène en fonction des habitudes des différents pays.  

- Dans le cancer du sein, la question clinique est parfaitement posée et l’impact clinique 

immédiat (éviter des chimiothérapies inutiles aux patientes). Dans le myélome, la question 

clinique doit être clairement posée. Quel objectif doit-on chercher à atteindre avec 

l’utilisation de biomarqueurs pronostiques ?  

- Il est important de noter que les tests moléculaires dans le cancer du sein sont 

développés par des industriels avec un investissement financier important mais qui paraît 

justifié vu le nombre de patientes potentiellement concernées. Là encore, la fréquence 

plus faible du myélome est un obstacle car l’implication des industriels est moins forte.  

 

Pour développer des biomarqueurs dans le myélome (et notamment des biomarqueurs 

moléculaires) il faut essayer de surmonter ces différents obstacles.   

- Constituer des banques de cellules importantes. Idéalement, tous les patients y compris 

ceux qui ne sont pas inclus dans des protocoles thérapeutiques devraient avoir des 

prélèvements médullaires. Ces prélèvements doivent être couplés à des bases de données 

complètes et fiables permettant de disposer pour tous les patients des données cliniques, 

biologiques et évolutives. Les essais ayant étudié l’impact de la réponse ont bien illustré 

les difficultés liées au manque de critères communs d’analyse. Le problème de 

l’enregistrement fiable du suivi et des données clinico-biologiques associées pour les 

patients qui ne sont pas inclus dans les protocoles cliniques est un problème majeur. 

Quelque soit l’importance des données fournies par la génomique, elles n’ont aucune 

valeur si elles ne sont pas associées aux données des patients.  
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- La standardisation des techniques de génomique et la mise à disposition des données des 

patients sur internet est un élément très important qui permet de s’affranchir des 

difficultés liées au manque d’échantillons disponibles. Cela a permis de valider très 

rapidement la fiabilité de prédicteurs moléculaires tels que les scores IFM et UAMS.  

- Auparavant, seule une fraction des patients pouvaient bénéficier des analyses de 

génomique, ce qui est un obstacle important à l’utilisation de ces techniques en routine. 

Les nouveaux protocoles développés par Affymetrix nécessitent moins de matériel 

génétique (50 à 100 ng d’ADN ou d’ARN) permettant l’analyse de prélèvements moins 

riche (50 000 cellules seulement sont nécessaires). Ces progrès devraient permettre 

d’analyser la grande majorité des patients.  

 

Par ailleurs, plusieurs questions importantes doivent être posées avant de débuter la recherche de 

nouveaux biomarqueurs.   

1. Définir clairement la population étudiée. Dans le cancer du sein, les différents tests 

développés ciblaient des sous groupes de patientes. Dans le myélome il faut définir la 

population ciblée :âge des patients, patients au diagnostic ou en rechute,… 

2. Poser une question clinique pertinente. C’est un point crucial. Cette question doit 

être pertinente cliniquement et faire l’objet d’un consensus car elle conditionnera 

l’identification du prédicteur et la stratégie de validation. Cette question est 

notamment importante pour définir la future place des scores IFM et UAMS dans la 

stratégie thérapeutique du myélome. On peut, par exemple, se poser la question 

d’épargner l’autogreffe aux patients de bon pronostic ou au contraire d’intensifier les 

patients de mauvais pronostic avec des traitements d’induction plus intenses et des 

stratégies de traitement de consolidation et/ou d’entretien.  

3. Définir le critère que l’on cherche à prédire. 

Il est important d’obtenir un consensus sur le critère et sur sa définition. Les études sur 

l’impact de la qualité de la réponse ont bien montré que l’absence de critères 

standardisés ne permettait pas de comparaisons correctes entre les études. 

Survie ?  

Les scores IFM et UAMS ont été construits pour prédire la survie. Ils ont été validés 

dans des cohortes indépendantes dans des contextes très différents : patients au 
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diagnostic, patients en rechute, patients traités par bortezomib,… Ces scores devraient 

donc pouvoir être testés en prospectif. Cependant, compte tenu de l’augmentation de 

la survie des patients, il devient difficile de faire des essais ayant comme critère 

principal de jugement, la survie.  

Survie sans progression ? 

Compte tenu de l’augmentation de la survie, la PFS devient un critère de jugement 

majeur dans les essais cliniques. Il parait donc logique d’essayer de prédire la PFS 

avec les méthodes de génomique.  

Réponse au traitement ? 

De multiples combinaisons utilisant les nouvelles drogues sont proposées en première 

ligne ou en rechute avec des taux parfois impressionnants de réponses et de RC. 

Comment les biomarqueurs peuvent ils aider à choisir parmi l’ensemble de ces 

traitements ? Une des pistes serait de développer un prédicteur de la réponse à chacun 

des traitements pour permettre d’identifier les patients qui seraient susceptibles de 

bénéficier de tel ou tel traitement. Cependant, il faut alors définir clairement le niveau 

de réponse que l’on souhaite prédire : réponse quelque soit la qualité de la réponse ?, 

TBRP et RC ? Absence de réponse ?,… N’est-il pas préférable d’essayer de prédire la 

rechute précoce ou la progression (résistance au traitement) ?  

Manifestation clinique ? 

A l’instar de ce qui a été fait sur l’atteinte osseuse, on pourrait imaginer de développer 

des marqueurs prédictifs de complications du myélome ou des traitements. Mais là 

encore, il faudrait que cette prédiction puisse aboutir à une question clinique.  

4. Etudier la place des marqueurs étudiés par rapport aux anciens marqueurs 

validés.  Dans toutes les études, d’autres biomarqueurs indépendants sont identifiés en 

analyse multivariée, notamment le taux de β2m qui reste un des meilleurs 

biomarqueurs dans le myélome. Les marqueurs moléculaires ne doivent pas être 

analysés isolément et il est important de prévoir des sérothèques et plasmathèques 

pour l’étude simultanée des marqueurs biologiques anciens et nouveaux. Cette étape 

est primordiale pour permettre une validation rapide des biomarqueurs et leur 

comparaison avec ceux déjà décrits. 
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5. Il est important de définir un « gold standard » pour servir de test pronostique de 

référence auquel les futurs marqueurs pourront se comparer. 

 

La démarche ne doit donc pas être passive avec collection du maximum d’échantillons mais une 

démarche active avec hypothèses, critères de jugement et planification à long terme de ce que 

l’on souhaite faire. Faute de quoi, les analyses de génomique resteront de beaux outils, objets de 

publication mais sans aucun impact clinique. La conséquence est que les analyses de génomique 

doivent être menées dans des laboratoires de transfert qui font le lien entre la clinique et la 

recherche. C’est l’objectif de la recherche translationnelle qui a pour objectif d’accélérer le 

processus de transfert des découvertes des scientifiques vers les cliniciens et le patient et vice 

versa. Les études de recherche translationnelle ont l’intérêt majeur de générer des hypothèses qui 

peuvent ensuite être validées dans des études cliniques prospectives. 

 

VI.3.4 Recommandations internationales 

Cette difficulté de transfert des biomarqueurs en clinique est générale et plusieurs groupes 

d’experts ont établi des recommandations pour le développement et la validation des 

biomarqueurs. 

 

Des recommandations baptisées REMARK (pour Reporting Recommendations for Tumor 

Marker Prognostic Studies) ont été établies et publiées en 2005 simultanément dans plusieurs 

grandes revues médicales(McShane et al, 2005). Il s’agit de recommandations pour la 

présentation des résultats de recherche de biomarqueurs. L’objectif est de faciliter l’évaluation de 

la qualité des études et de permettre une meilleure comparabilité entre les études. Les 

recommandations suggèrent une liste d’informations importantes qui doivent être fournies 

concernant le design de l’étude, les hypothèses, les caractéristiques des patients et des 

échantillons, les méthodes utilisées, les analyses statistiques. Elles souhaitent susciter un effort 

des cliniciens, statisticiens et biologistes pour que les marqueurs qui paraissent utiles pour la prise 

en charge des patients puissent être rapidement transférés en clinique. Elles suggèrent que les 

études prédictives devraient être conduites dans des essais randomisés avec effectif suffisant. 

Cependant, il n’y a pas de recommandations spécifiques pour les biomarqueurs génomiques.  
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Il y a également un programme nommée PACCT (Program for the Assessment of Clinical Cancer 

Tests) qui propose un document contenant les questions qu’il est important de se poser pour 

savoir si un biomarqueur est prêt pour être transféré en clinique 

(http://www.cancerdiagnosis.nci.nih.gov/assessment/). Une des questions importantes est de 

définir à quelle question clinique répond le prédicteur (la question sous jacente étant quelle 

conséquence clinique aura le prédicteur). Par ailleurs, une question concerne l’importance du 

biomarqueur par rapport aux marqueurs déjà utilisés.  

 

A l’instar de ce qui a été proposé en EBM (Evidence Based Medicine) pour les essais 

thérapeutiques, des niveaux de recommandations pour les tests pronostiques ont été établis Cette 

classification a pour but de faciliter l’utilisation des biomarqueurs en cours de développement 

dans des études cliniques.  

 

Valider un biomarqueur reste un processus long et complexe, ce qui explique le faible nombre de 

marqueurs pronostiques utilisés en routine malgré le nombre important de biomarqueurs qui ont 

été décrits.  

 

VI.4 Avenir 

Les puces à ADN ont initialement été utilisées pour des études de génomique transcriptionnelle. 

L’analyse des profils d’expression est maintenant mature, les protocoles expérimentaux ainsi que 

les plateformes sont suffisamment standardisés pour que les résultats soient fiables et 

comparables entre les différents types de puces et les différents laboratoires. Cependant, 

l’interprétation des profils d'expression génique est complexe car l’expression des gènes est 

variable dans le temps, dépendante de multiples facteurs. A l’inverse, les altérations de l’ADN 

sont stables dans le temps. Les techniques d’analyse des variations du nombre de copies d’ADN à 

l’échelle du génome permettent d’établir de véritable « caryotype moléculaire ». Par ailleurs, des 

puces à ADN plus récentes permettent d’analyser les modifications post-transcriptionnelles. Ces 

nouvelles techniques ont déjà été utilisées pour étudier les cancers.  
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VI.4.1 Analyse des variations du nombre de copies des chromosomes 

Les altérations du nombre de copies des chromosomes peuvent conduire à l’activation d’un 

oncogène ou à l’inactivation d’un antioncogène dans les cancers. L’identification des variations 

du nombre de copies spécifiques d’un cancer peut permettre non seulement d’améliorer les 

connaissances des mécanismes moléculaires de l’oncogenèse mais également d’identifier des 

gènes cibles. Les analyses des variations de copies permettent d’identifier des régions délétées ou 

amplifiées dans le génome. Les premières études menées dans le cancer du sein ont révélé une 

bonne correspondance entre l’amplification ou la délétion des gènes et leur niveau d’expression 

(Pollack et al, 2002). L’identification de régions minimales récurrentes de gain–amplification ou 

perte–délétion dans plusieurs cancers dont l’adénocarcinome du pancréas (Aguirre et al, 2004), le 

cancer du poumon (Tonon et al, 2005), le myélome multiple (Carrasco et al, 2006), a permis 

d’établir des profils d’altération du nombre de copies et de classer les patients.  

 

Le caryotype standard a une résolution de 10 à 15 Mb et les caryotypes haute résolution de 3 à 5 

Mb (Andrieux 2008). Ces méthodes d’analyse pangénomique ne permettent donc pas d’identifier 

des remaniements chromosomiques de petites tailles. Elles ont été complétées par des techniques 

plus résolutives telles que la FISH qui s’est rapidement imposée comme une technique 

complémentaire du caryotype. Cependant, la FISH n’est pas un examen d’étude globale du 

génome et ne renseigne que sur les régions chromosomiques étudiées. Récemment, des puces à 

ADN permettant une approche globale et hautement résolutive du génome ont été développées. 

Deux approches technologiques coexistent : la première utilise le principe de l’hybridation 

génomique comparative (CGH) andrieux pinkel pollack barrett, la deuxième est basée sur le 

génotypage des SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) (Matsuzaki et al, 2004; Gunderson et 

al, 2005). Les dernières générations de puces commerciales (CGH ou SNP) ont maintenant une 

résolution effective inférieure à 50 kb. Ces méthodes d’exploration des microremaniements 

génomiques permettent d’établir de véritable caryotype moléculaire. Par ailleurs, l’intégration des 

profils d’expression génique et des variations du nombre de copies d’ADN permet l’identification 

de gènes impliqués dans la physiopathologie de ces tumeurs. 
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VI.4.1.1 Hybridation génomique comparative sur puces (puces-CGH) 

La CGH consiste à cohybrider la même quantité d’ADN provenant d’un malade et d’un témoin, 

marquée chacune par un fluorochrome différent, sur les chromosomes d’un sujet normal. Les 

signaux générés par les deux fluorochromes sont numérisés. Le rapport de l’intensité respective 

des fluorochromes est établi au niveau des bandes de chacune des paires chromosomiques. Il 

reflète le rapport de la quantité d’ADN du patient par rapport à celle du témoin. Le principe de la 

CGH sur puce est le même que celui de la CGH sur chromosomes mais les ADN sont marqués à 

l'aide de fluorochromes et hybridés, non plus sur des chromosomes, mais sur un support où sont 

fixés des fragments d'ADN correspondant à des séquences génomiques réparties sur tout le 

génome (Andrieux 2008). Alors que la résolution des CGH était identique à celle des caryotypes 

(5-10Mb), la résolution des puces CGH est inférieure à 50 kb. 

 

Carrasco a étudié par puces CGH une cohorte de 67 myélomes au diagnostic et 43 lignées de 

myélome(Carrasco et al, 2006). Les gains et pertes de chromosomes observés chez les patients 

étaient comparables à ceux déjà rapportées par d’autres techniques (gains 1q, 3, 5, 7, 9, 11, 15, 

19, 21 et délétions 1p et 13). Par ailleurs, des variations du nombre de copies communes aux 

patients et aux lignées ont été identifiées. Cette étude a confirmé l’hétérogénéité des myélomes 

hyperdiploïdes en montrant que présence d’une trisomie 11 en l’absence d’une del13 et d’un gain 

de 1q était associée à un meilleur pronostic.  

 

Figure 32 : Anomalies chromosomiques identifiées chez les patients (d’après (Carrasco et al, 
2006)). 
Les différentes régions chromosomiques sont réparties sur l’axe des abscisses. Les barres rouges représentent la fréquence des 
gains et les barres vertes la fréquence des pertes. 
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VI.4.1.2 Génotypage par analyse des SNP (puces SNP) 

La CGH étant une méthode de quantification de l’ADN d’un patient par rapport à un témoin, elle 

ne peut pas détecter des anomalies chromosomiques équilibrées. Or ces dernières peuvent 

également produire des anomalies phénotypiques. C’est le cas notamment dans les cancers, en 

particulier dans les hémopathies malignes où les anomalies chromosomiques équilibrées, en 

générant des gènes de fusion, sont une cause majeure du processus de transformation maligne 

(Rabbitts 1994). Conçus à l’origine pour détecter des polymorphismes génomiques n’impliquant 

qu’une seule paire de base, l’analyse des SNP peut également être utilisée pour la détection de 

déséquilibres génomiques avec une résolution de quelques kilobases. Les puces SNP ont 

plusieurs avantages par rapport aux puces CGH, elles permettent de détecter des anomalies 

génétiques qui ne changent pas le nombre de copies comme les disomies uniparentales (Teh) et 

d’obtenir des informations sur les altérations monoalléliques (La Framboise). 

Cette approche est maintenant possible pour des études biocliniques en cancérologie (Tonon et al, 

2005) car la technologie a considérablement évolué, grâce notamment aux nouvelles générations 

de puces commerciales du type Gene Chip Human Mapping SNP6 comportant plus de 1.800.000 

marqueurs, dont 906.600 SNPs. Les marqueurs non polymorphes (946.000) sont utilisés pour 

l’analyse des « CNVs », ou Copy Number Variations, permettant la caractérisation des variations 

du nombre de copies d’ADN, récemment décrites dans le génome humain. Ces nouvelles puces 

allient une grande précision d’analyse et une très bonne reproductibilité à un coût abordable. 

L’intérêt de l’analyse des SNP est qu’elle utilise une plateforme Affymetrix commune avec celle 

permettant l’analyse des profils d'expression génique. 

 

Walker a analysé par puces SNP une cohorte de 30 patients (7 ayant une t(4;14), 12 une t(11;14) 

et 11 hyperdiploïdes)(Walker et al, 2006). Les anomalies chromosomiques les plus fréquentes 

étaient les gains de 1q et 6p et les délétions de 1p, 6q, 8p, 13 et 16q. Les données obtenues par 

puces SNP étaient comparables à celles obtenues par FISH. Par ailleurs, des disomies 

uniparentales étaient identifiées chez la majorité des patients (fréquence médiane par patient 3) 

confirmant que les analyses par puces SNP permettent d’identifier des pertes d’hétérozygotie 

sans changement du nombre de copie.  
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Une étude a été menée récemment dans notre équipe sur 192 myélomes de moins de 66 ans au 

diagnostic et traités par autogreffe(Avet-Loiseau et al, 2009). Les objectifs de cette étude étaient 

(1) de dresser une carte complète des anomalies chromosomiques chez un grand nombre de 

patients, (2) d’identifier les régions minimales perdues ou gagnées qui ont un impact sur le 

pronostic, (3) de déterminer si ces pertes ou gains ont un effet sur l’expression des gènes inclus 

dans ces régions et (4) de rechercher les régions doublement délétées (nouveaux gènes 

suppresseurs de tumeur potentielles).  

 

L’analyse en SNP montrait des anomalies chromosomiques chez 98% des patients et permettait 

de montrer une carte globale des anomalies génétiques dans le myélome.  

 

Figure 33 : Représentation des résultats des analyses de variations de copie d’ADN sur 192 
patients atteints de MM (d’après (Avet-Loiseau et al, 2009)).  
Chaque colonne représente un patient, chaque ligne représente un SNP. Les gains sont en rouge et les 
pertes en bleu. 

 

De nombreuses délétions ou amplifications étaient associées avec la survie. L’analyse multivariée 

a permis de retenir 3 anomalies significativement associées à la survie : 
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- deux de mauvais pronostic : amplification 1q 23,3 (amp(1q)) et délétion du chromosome 

12p13.31 (del(12p)) 

- une de bon pronostic : amplification 5q3.13 (amp(5q)). 

En analyse multivariée tenant compte de la t(4;14), de la del17 et de la β2m, seuls la del(12p) 

(HR 3,17 – p < 0,0001), l’amp(5q) (HR 0,37 – p=0,0005) et le taux de β2m (HR 2,7 - p<0,0001) 

gardaient un impact pronostique indépendant. Les patients ayant une amp(5q) sans del(12p) et un 

taux de β2m bas (29% de la cohorte) avaient un pronostic particulièrement bon avec une survie à 

5 ans de 87%. A l’inverse, les patients ayant une amp(5q) associée à une del(12p) et à un taux 

élevé de β2m ou les patients n’ayant pas d’ amp(5q) mais une del12p) et/ou un taux élevé de β2m 

(25% de la cohorte) avaient un mauvais pronostic avec une survie à 5 ans de 20% (médiane de 

survie de 28,7 mois - HR 9).  

 

 

Figure 34 : Courbe de survie en fonction du taux de beta2 microglobuline, de l'amplification du 5q 
et de la délétion du 12p (d’après (Avet-Loiseau et al, 2009)). 

 

L’impact pronostique de ces deux anomalies chromosomiques et la classification ont été validés 

par FISH sur une cohorte indépendante de 273 patients indépendants. Dans cette cohorte de 

validation, 30% des patients étaient classés à haut risque en FISH. Leur survie médiane était de 

27,7 mois et leur risque relatif de décès était évalué à 4 par rapport aux patients à faible risque.  
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Cette classification basée sur les SNP a été comparée au score IFM sur la cohorte de 192 patients. 

En analyse multivariée, les deux scores étaient des facteurs prédictifs indépendants (score IFM : 

HR 2,08 et p=0,003, score SNP : HR 2,77 et p<0,0001). La combinaison de ces deux 

classifications permettait d’identifier un groupe de patients de faible risque avec une survie à 4 

ans de 76% et un groupe de haut risque avec une survie à 4 ans de 19%.  

 

 

Figure 35 : Courbe de survie en fonction du score IFM (15-gene) et de la classification SNP (CNAs) 
(d’après (Avet-Loiseau et al, 2009)). 

 

Les myélomes hyperdiploïdes ont un meilleur pronostic. Cependant, Chng a démontré que la 

population des myélomes hyperdiploïdes était très hétérogène(Chng et al, 2007). Dans la cohorte 

initiale, 99 patients (53%) étaient hyperdiploïdes. L’impact de l’amp(5q) a été étudié chez ces 

patients. La présence d’une amp(5q) identifiait un groupe de patients ayant un meilleur pronostic 

(p=0,0014). A l’inverse, les patients hyperdiploïdes mais sans amp(5q) avaient une survie 

identique aux patients non hyperdiploïdes. Ces résultats indiquent que l’hyperdiploïdie avec 

amp(5q) est une entité associée à un bon pronostic.  
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Figure 36 : Courbe de survie en fonction (A) de la ploïdie, (B) de la ploïdie et de l'amplification 5q. 

 

 

VI.4.1.3 Genomique intégrée  

La génomique intégrée consiste à combiner une approche de génotypage CGH ou SNP avec 

l’analyse des profils d'expression génique afin de déterminer l’impact des amplifications ou des 

délétions géniques sur le transcriptome. Ce type d’approche a été utilisé par plusieurs auteurs 

dans le myélome.  

 

Carrasco a combiné l’analyse par puces CGH avec l’étude des profils d'expression génique 

(Carrasco et al, 2006). Il a ainsi identifié des gènes localisés dans des régions chromosomiques 

fréquemment altérées chez les patients et les lignées. Certains de ces gènes sont connus comme 

ayant un rôle physiopathologique dans le myélome (c-myc, Mcl1, IL6R,…), d’autres sont de 

potentiels gènes d’intérêt. Dans son étude, Walker a sélectionné les 117 régions ayant une perte 

d’hétérozygotie présente chez plus de 10% des patients(Walker et al, 2006). L’analyse des profils 

d'expression génique a permis d’identifier 3 041 gènes localisés dans ces régions 

chromosomiques. Pour limiter le nombre de gènes d’intérêt, il a comparé cette liste de gènes avec 

la liste des gènes discriminants entre plasmocytes de sujets sains, de MGUS et de myélome 

(Davies et al, 2003). Il a ainsi retenu 47 gènes d’intérêt.  

 

La délétion du chromosome 16q a un impact pronostique indépendant de la t(4;14) et de la del17. 

Pour essayer d’identifier les gènes impliqués par cette anomalie chromosomique, Jenner a étudié 

55 patients en combinant puces SNP et analyse des profils d'expression génique (Jenner et al, 
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2007). Une délétion 16q a été mise en évidence chez 22 patients (40%). La comparaison des 

profils d'expression génique des patients avec et sans délétion 16q a permis d’identifier plusieurs 

gènes potentiellement impliqués par cette délétion. Deux de ces gènes CYLD et WWOX 

semblent particulièrement intéressant. CYLD est un régulateur négatif de NF-KB et WWOX est 

un gène suppresseur de tumeur impliqué dans l’apoptose.  

 

Notre équipe a également combiné l’analyse des SNP avec celles des profils d'expression génique 

(Avet-Loiseau et al, 2009). En ciblant les zones ayant un impact pronostic, la combinaison des 

analyses en SNP et des profils d'expression génique a permis d’identifier des gènes 

potentiellement impliqués dans le mauvais pronostic des patients. Cinq gènes étaient 

significativement associés au pronostic : 4 surexprimés et situés sur le chromosome 1q23.3 

(ILF2, ADAR, ALDH9A1, UBAP2L) et un gène sous exprimé situé sur le chromosome 12p13.31 

(CD27). Ainsi, la combinaison des analyses de SNP et de profils d'expression génique a  permis 

d’identifier des gènes potentiellement importants. L’un deux (CD27) a déjà été décrit comme 

associé à l’oncogenèse du myélome et à la progression de la maladie. Les autres ne sont pas 

connus comme liés à la physiopathologie du myélome.  

 

VI.4.2 Modifications post transcriptionnelles 

Les techniques d’analyse des profils d’expression étudiaient l’expression des gènes sans tenir 

compte des modifications post-transcriptionnelles. Plusieurs études ont démontré l’impact de 

l’épissage alternatif et des micro-ARN sur la traduction et l’expression des protéines. Des puces à 

ADN permettent, maintenant, de les étudier.  

 

VI.4.2.1 Epissage alternatif 

L’épissage est le procédé moléculaire par lequel les introns d’un ARN prémessager (pré-ARNm) 

sont enlevés de façon à former un ARN messager (ARNm) qui sera transporté au cytoplasme 

pour y être traduit en protéine. L’épissage alternatif implique une maturation différentielle du 

pré-ARNm. Selon le nombre total d’événements d’épissage alternatif se produisant sur un pré-

ARNm, plusieurs ARNm différents (de deux à plusieurs centaines) pourront être produits, chacun 

de ces ARNm pouvant potentiellement mener à une protéine différente. L’épissage alternatif fait 

partie du programme normal d’expression de la majorité des gènes humains et peut mener à la 
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production de protéines très différentes. Plusieurs études ont noté l’existence de différences dans 

les profils d’épissage alternatif entre tissus normaux et cancéreux (Wang et al, 2003; Pajares et al, 

2007; Venables et al, 2008). Les cellules cancéreuses présentent des dérèglements de l'épissage 

alternatif affectant des gènes associés à la prolifération cellulaire, à la progression tumorale et à la 

résistance à l'apoptose. Certaines de ces perturbations sont causées par des mutations aux sites 

d'épissage et leurs éléments de contrôle, tandis que d'autres sont provoquées par des changements 

dans l'expression des protéines contrôlant la sélection des sites d'épissage. Dans le MM, Adamia 

(Adamia et al, 2005) a démontré que le gène de la hyaluronan synthase 1 (HAS1) subit un 

épissage aberrant. Les auteurs ont identifié 3 nouveaux variants d'épissage de HAS1 (HAS1Va, 

HAS1Vb, et HAS1Vc), détectés chez des patients atteints de MM ou de MGUS. L’expression de 

la variante d'épissage HAS1Vb était significativement corrélée à une survie réduite (p=0.001).  

 

La première génération de puces d’expression contenait des sets d’oligonucléotides (ou des 

fragments d’ADN complémentaires) dirigés préférentiellement contre l’extrémité 3’ des gènes. 

Affymetrix propose aujourd’hui des puces « Exon » permettant l’analyse transcriptionnelle non 

seulement au niveau des gènes mais aussi au niveau des exons. Ces puces contiennent des sets 

d’oligonucléotides permettant d’interroger plus d’un million d’exons (sur l’ensemble du génome) 

dans les régions transcrites connues ou prédites. Ces outils permettent, schématiquement de 

quantifier l’expression des ARN messagers au niveau des exons. Ils offrent ainsi la possibilité 

d’une analyse complète de l’épissage alternatif de l’ARN sur l’ensemble du génome humain et 

l’identification des variants d’épissage connus, ainsi que la détection des variants non encore 

découverts ou répertoriés. Ce type d’analyse devrait permettre d’analyser les mécanismes 

moléculaires régulés par l’épissage alternatif, de découvrir de nouveaux transcrits alternatifs ou 

bien encore de mettre en évidence des schémas d’épissage associés à une maladie ou à un 

phénotype particulier. 

 

Une première étude utilisant des puces de ce type a été publiée dans le cancer du sein (Andre et 

al, 2009). Les auteurs ont étudié une cohorte de 120 cancers du sein et 45 tumeurs bénignes du 

sein et démontré que les exons s’exprimaient différemment dans les lésions malignes et bénignes, 

et que les variants d’épissage alternatif identifiés étaient spécifiques des tumeurs malignes du 

sein. Dans le myélome, ces analyses sont également prometteuses. Notre équipe a rapporté au 
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dernier congrès de l’ASH une étude menée chez 170 patients traités par double autogreffe dans le 

cadre d’un protocole IFM (Munshi et al, 2008). Les auteurs ont identifiés 52 exons dont 

l’expression était corrélée à la réponse au traitement et 85 dont l’expression était corrélée à la 

survie. Cette étude préliminaire démontre l’intérêt potentiel de l’analyse de l’épissage alternatif.  

 

VI.4.2.2 Micro-ARN 

Les micro-ARN (miRNA) sont des ARN simple-brin longs d'environ 21 à 24 nucléotides. Les 

miRNA sont des répresseurs post-transcriptionnels. En s'appariant à des ARN messagers, ils 

guident leur dégradation, ou la répression de leur traduction en protéine. Il existe plusieurs 

centaines de gènes de miRNA dans les génomes de la plupart des organismes pluricellulaires 

(Ventura et al, 2009). Les miRNA ont été montrés comme étant impliqués dans un grand nombre 

de fonctions physiologiques essentielles telles la croissance cellulaire, l'apoptose, le 

métabolisme,...  Depuis quelques années, les miRNA ont été décrits comme dérégulés dans un 

grand nombre de tumeurs (Tsai et al, 2008; Chen et al, 2009; Faber et al, 2009). Il existe 

plusieurs mécanismes potentiels par lesquels les miRNA pourraient avoir un rôle dans 

l’oncogenèse. La surexpression d’un miRNA qui réprime un suppresseur de tumeur pourrait 

inhiber l'activité de l’anti-oncogène (miRNA équivalent d’un oncogène). A l’inverse, la 

diminution d’expression d’un miRNA qui normalement réprime un oncogène pourrait entrainer 

une augmentation de l’expression de l’oncogène (miRNA équivalent d’un anti-oncogène). Un 

exemple du rôle des miRNA dans le myélome est fourni par une étude de Löffler (Loffler et al, 

2007). Les auteurs ont démontré que l’IL6 induit la transcription de miR-21 via Stat3 (Signal 

transducer and activator of transcription 3). Le gène codant pour miR-21 contient deux sites de 

liaison à Stat3 dans sa région régulatrice. Stat3 est un médiateur majeur de l’IL6, nécessaire à la 

croissance et à la survie médiée par l’IL6 des lignées de myélome. L’expression ectopique de 

miR-21 en l’absence d’IL6 diminuait l’apoptose des lignées prouvant le rôle protecteur de miR-

21. Le rôle protecteur de l’apoptose de certaines molécules n’est donc pas seulement liée à la 

régulation de protéines pro ou anti apoptotique mais également à la régulation de l’expression de 

miRNA. 

 

Des puces à ADN permettant d’étudier l’expression des miRNA sont maintenant disponibles. 

Picchiori a utilisé ce type de puces pour analyser les plasmocytes de 49 lignées de myélome, 16 
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myélomes, 6 MGUS et 6 donneurs sains (Pichiorri et al, 2008). Il a mis en évidence une signature 

de miRNA associée au myélome. Cette signature inclut des miRNA qui répriment l’expression de 

protéines impliquées dans la physiologie du myélome (par exemple SOCS-1, protéine 

fréquemment sous exprimée dans le MM et qui a un rôle inhibiteur de la croissance induite par 

l’IL6).  

 

L’amélioration des techniques de génomique permet d’analyser de plus en plus finement les 

anomalies du génome. Pour autant, il est difficile de prédire l’élément qui sera le plus pertinent 

cliniquement. Avec ces progrès, quel sera l’avenir des profils d'expression génique ? Les données 

obtenues récemment dans notre unité ont démontré que les profils d'expression génique et les 

analyses de variations du nombre de copies de gènes n’apportent pas les mêmes informations. La 

combinaison des deux approches permet d’identifier un groupe de très mauvais pronostic et un 

groupe de très bon pronostic. Par ailleurs, sur un versant plus scientifique, l’analyse des profils 

d’expression génique ciblée sur les régions amplifiées ou délétées d’intérêt permet de découvrir 

des gènes associés au pronostic dans le myélome.  

 

VI.4.3 Prédiction de complications ou d’effets secondaires des traitements. 

Les études de génomique pourront être utilisées pour essayer de prédire le risque individuel 

d’effets secondaires d’une drogue. Ces études pourront être basées sur l’analyse génétique des 

cellules tumorales ou de cellules normales (ADN constitutionnel). La prescription de bortezomib 

est compliquée par la survenue relativement fréquente (~ 30% des patients) de neuropathies 

périphériques, douloureuses et invalidantes. L'apparition de ces neuropathies est totalement 

imprévisible, et ne semble pas liée à la dose de médicament administrée. Ainsi, certains patients 

développent une neuropathie symptomatique très précocement (parfois dès le second cycle), alors 

que d'autres patients peuvent recevoir plus de 10 cycles sans aucune manifestation clinique. Ces 

modalités de survenue suggèrent l'existence d'une susceptibilité individuelle variable au 

bortezomib. Notre unité va mener une étude pour rechercher des marqueurs génétiques 

constitutionnels associés à la survenue d’une neuropathie au bortezomib. Le but de ce projet de 

recherche translationnelle est d'identifier les caractéristiques génétiques constitutionnelles liées à 

la survenue de ces neuropathies précoces. Pour atteindre cet objectif, en partant des données 

cliniques, nous analyserons les différences observées à partir de l'étude de plusieurs centaines de 
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milliers de polymorphismes génétiques entre une population de patients ayant présenté une 

neuropathie précoce, et une population de patients ayant reçu au moins 4 cycles de Velcade et 

n'ayant pas développé de neuropathie clinique. Les populations étudiées proviendront des essais 

de l’IFM. Dans le cadre de ces essais, des prélèvements biologiques sont systématiquement 

adressés au Laboratoire d’Hématologie du CHU de Nantes. L’analyse comparée des 2 

populations de patients permettra d’identifier les polymorphismes liés à la susceptibilité 

neurotoxique au bortezomib. Ce type d’étude, couplé à des études de prédiction de la réponse au 

traitement devrait permettre une réelle individualisation du traitement en fonction de la balance 

bénéfices/risques.  

 

VI.4.4 Prédiction du risque de transformation maligne des MGUS et des SMM 

Le risque d’évolution des MGUS et des SMM vers un MM est estimé respectivement à 1% et 

10% par an (Kyle et al, 2002; Kyle et al, 2007). Par ailleurs, deux études récentes ont démontré 

que 90 à 100% des MM sont précédés par une MGUS (Landgren et al, 2009; Weiss et al, 2009). 

L’identification des patients ayant un risque très élevé d’évolution vers un MM permettrait 

d’adapter le suivi au risque individuel et de proposer des stratégies thérapeutiques préventives 

aux patients les plus à risque. Des études de cohorte ont identifié des facteurs prédictifs de 

l’évolution des MGUS et des SMM : isotype, taux de composant monoclonal, dosage des chaînes 

légères libres sériques, plasmocytose médullaire, pourcentage de plasmocytes médullaires 

anormaux en cytométrie,… Des scores combinant plusieurs des ces facteurs ont été proposés et 

permettent de définir des groupes de patients ayant des risques évolutifs différents (Rajkumar et 

al, 2005).  

Dans le MM, les analyses génétiques ont apporté des données nouvelles offrant la possibilité de 

prédire l’évolution des patients de manière plus performante et précise que les données 

biologiques habituelles. Les études récentes et en cours menées dans plusieurs laboratoires dont 

le nôtre démontrent la contribution majeure des marqueurs moléculaires issus de la FISH 

(hybridation en interphase), des profils d’expression génique et des analyses des variations du 

nombre de copies d’ADN dans des modèles pronostiques multivariés. Nous pensons que ces 

approches sont aussi parfaitement adaptées pour contribuer à améliorer les modèles prédictifs 

d’évolution des MGUS/SMM vers un MM.  
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Les études de FISH ont montré que MGUS, SMM et MM partageaient des anomalies 

chromosomiques communes (Avet-Loiseau et al, 1999). Cependant, aucun lien n’a été établi 

entre la présence de ces anomalies et le pronostic des MGUS et SMM. Des études de génomique 

à grande échelle appliquées aux MGUS et SMM pourraient permettre : 

1. d’identifier des anomalies  potentiellement associées au risque évolutif.  

2. d’améliorer la prédiction du risque évolutif en associant les données moléculaires 

aux données biologiques, phénotypiques et à un suivi à long terme. 

3. de décrire les anomalies de variation du nombre de copies et de profils 

d’expression présentes dès les stades précoces du MM. Ces données pourraient permettre 

d’identifier des gènes impliqués dans l’oncogenèse du MM et de potentielles nouvelles 

cibles thérapeutiques. 

Nous allons débuter prochainement une étude prospective (nommée GENOMGUS) dont 

l’objectif est de définir un modèle prédictif de transformation maligne précoce (dans les 5 ans) 

des MGUS et SMM basé sur des marqueurs biologiques et moléculaires (profils d’expression et 

SNP). L’effectif prévu est de 1 000 MGUS et de 200 SMM. Cette étude devrait nous permettre 

d’identifier un sous groupe de patients à très haut risque évolutif et de proposer des stratégies 

préventives de la transformation maligne. 
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VII. Conclusion 

De nombreux biomarqueurs et notamment génétiques sont maintenant accessibles dans le 

myélome. Cependant, pour le moment, ils n’ont pas d’impact clinique. Les études de génomique 

et notamment de profils d'expression génique ont maintenant bien démontré leur intérêt dans le 

myélome. Le développement récent par plusieurs équipes, dont la nôtre, de scores prédictifs 

basés sur l’expression d’un nombre limité de gènes ouvre des perspectives d’utilisation de ces 

techniques dans la prise en charge quotidienne des patients. Ces scores ont été validés sur des 

cohortes externes et indépendantes de patients et ont démontré leur fiabilité. La standardisation 

des techniques de génomique, le développement des plateformes commerciales, font que les 

obstacles techniques qui freinaient le développement des ces techniques ne sont plus importants. 

Le principal problème est maintenant le transfert de ces données de plus en plus nombreuses en 

clinique.  

 

Cet objectif est mis en avant dans le rapport du Pr Grunfeld préliminaire au futur Plan cancer 

(http://www.e-cancer.fr/v1/fichiers/public/rapport_grunfeld_104pges_srm_mars_2009_v3.pdf) : 

 

Extraits du rapport Grunfeld 

 

« Accélérer l’impact des découvertes pour le patient : la recherche translationnelle 

Un des buts du prochain Plan Cancer pourrait être, au delà de la recherche libre et «non 

dirigée», de désigner des objectifs spécifiques, à court et moyen termes, destinés à des 

applications pour les patients ou l’ensemble de la société. Cette recherche appliquée ou 

«translationnelle» articule la recherche finalisée en cancérologie avec le tissu de la recherche 

fondamentale afin de limiter le temps séparant la découverte en laboratoire de son application 

pour le malade. Elle permet aussi de questionner la recherche fondamentale sur des 

observations cliniques ou épidémiologiques et aboutir à une meilleure compréhension des 

cancers et de leurs traitements. » Ces dernières années, la modernisation des techniques 

principalement en biologie cellulaire et moléculaire, en génétique et en imagerie a permis de 

faire des progrès majeurs qui se traduisent en outils de prévention, de diagnostic et de 

traitement des cancers. Le champ de cette recherche translationnelle porte actuellement sur six 

grands domaines d’investigation: 

- les nouveaux agents thérapeutiques qui nécessitent l’identification des nouvelles cibles ; 
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- les biomarqueurs indispensables à la prévention, au diagnostic précoce et à l’évaluation de 

l’efficacité thérapeutique ; 

- l’imagerie associée à la fois aux biomarqueurs et aux agents thérapeutiques ; 

- les modifications de la réponse immunologique contre les tumeurs ; 

- les technologies interventionnelles ; 

- et la relation entre les comportements, les individus et les cancers. 

 

Ces différents domaines d’investigation nécessitent une rationalisation dans leur exploration et 

leur évaluation stricte afin d’une part de pouvoir explorer des pistes variées, d’autre part de ne 

pas sous-estimer ou surestimer l’impact des actions menées. » 

 

« Mesure : Développer une politique de sites dans lesquels sont présents des chercheurs 

en sciences fondamentales, des cliniciens, des ingénieurs, avec une masse critique 

suffisante dédiée à ces approches translationnelles. » 

 

« Mesure : Mettre en place des critères stricts de qualité des tumorothèques de recherche 

: informations sur le suivi clinique, qualité des échantillons, et mise à la disposition de la 

communauté de la recherche des échantillons tumoraux pour développer la recherche 

translationnelle. » 

 

Les analyses de génomique sont maintenant quasiment systématiquement couplées aux essais 

cliniques. La collaboration étroite entre notre unité et l’IFM, le dynamisme de l’IFM avec de 

nombreux protocoles tant chez les sujets âgés que chez les sujets jeunes, permet de disposer de 

nombreux échantillons de plasmocytes purifiés couplés à des données évolutives complètes et 

fiables. Cela devrait nous permettre de valider le score IFM dans différentes situations, de définir 

les situations cliniques d’utilisation optimale. Il restera à définir une stratégie thérapeutique basée 

sur les résultats des analyses des profils d'expression génique.  

 

Cependant, les progrès de la génomique, notamment de l’analyse des variations de nombre de 

copies peuvent remettre en cause l’intérêt clinique des profils d'expression génique en mettant en 

évidence des marqueurs pronostiques encore plus performants. Dans cette évolution très rapide 

des connaissances, la difficulté est de réussir à concilier deux attitudes qui peuvent paraître 

contradictoires : 



198 

 

- prendre le temps de « s’arrêter » et de valider les biomarqueurs décrits pour permettre leur 

utilisation en clinique. Le risque de cette attitude et de se focaliser sur un biomarqueurs 

finalement peu pertinent.  

- poursuivre la quête du « biomarqueur idéal » en multipliant les études. Le risque de cette 

attitude est de décrire de très nombreux prédicteurs pertinents mais de ne pas pouvoir les 

transférer vers la clinique. 

Entre ces deux attitudes extrêmes, il est important de trouver un juste milieu permettant la 

poursuite de l’amélioration des connaissances tout en améliorant la prise en charge des patients 

au quotidien.  
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RESUME 
 

 
RECHERCHE DE MARQUEURS MOLECULAIRES PREDICTIFS DANS LE MYELOME MULTIPLE. 

 

L’évolution des patients atteints de myélome est très hétérogène avec des survies allant de quelques 

mois à plus de 10 ans. Les analyses par hybridation in situ en fluorescence sur cellules interphasiques 

(FISH) ont permis de démontrer l’impact pronostique des anomalies génétiques dans le myélome. Les 

techniques de génomique (dites de « puces à ADN ») permettent une analyse globale au niveau de 

l’ADN ou de l’ARN. Les premières puces à ADN développées consistaient à analyser les profils 

d’expression génique et ont été utilisées avec succès en cancérologie. Notre équipe a utilisé ces 

techniques dans le myélome multiple. Notre objectif principal était de développer des marqueurs 

moléculaires prédictifs dans le myélome. Nos travaux nous ont permis : (1) de démontrer que 

l’hétérogénéité clinique et biologique du myélome était associée à une hétérogénéité moléculaire et de 

fournir une explication quant à la gravité de sous types biologiques de myélome. (2) d’identifier un 

groupe de 15 gènes dont l’expression est associée à la survie et de proposer un score prédictif de la 

survie. (3) de démontrer que l’inhibition de la voie mTOR via l’expression d’un gène de réponse au 

stress (REDD1) est un mécanisme potentiel de résistance à l’association bortezomib-dexamethasone. 

Les techniques de génomique sont arrivées à maturité et permettent maintenant l’étude des variations 

du nombre de copies d’ADN à l’échelle du génome et d’analyser les modifications post-

transcriptionnelles. Ces techniques devraient permettre d’améliorer nos connaissances sur la 

physiopathologie du myélome multiple et d’identifier des marqueurs moléculaires prédictifs 

performants. L’enjeu est maintenant le transfert des résultats de recherche en pratique clinique 

quotidienne. 

 

Mots-clés : myélome, profils d’expression, génomique, pronostic. 

 

 
RESEARCH OF PREDICTIVE MOLECULAR MARKERS IN MULTIPLE MYELOMA. 

 

Survival of patients with multiple myeloma is highly heterogeneous, from periods of a few months to 

more than 10 years. Interphase fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis have demonstrated 

the prognostic impact of genetic abnormalities in myeloma. DNA chips provide a comprehensive 

analysis at the level of DNA or RNA. The first DNA chips aimed to analyze gene expression profiles 

and have been used successfully in cancer. We employed these techniques to study multiple myeloma. 

Our main objective was to develop predictive molecular markers in multiple myeloma. Our results (1) 

revealed that the clinical and biological heterogeneity of myeloma is associated with a molecular 

heterogeneity and provide explanations about severity of subtypes of myeloma. (2) identified a group 

of 15 genes whose expression is associated with survival and led us to propose a predictive score of 

survival. (3) revealed a possible novel mechanism of bortezomib resistance in myeloma patients 

mediated by REDD1 overexpression involving inhibition of mTOR activity. Genomics techniques are 

now mature and allow genome-wide DNA copy number abnormalities analyses as well as gene 

expression regulation. These tools should provide new insights into pathophysiology of multiple 

myeloma and lead to identification of new predictive markers. The challenge is now to transfer these 

results in clinical practice. 

 

Key words: myeloma, genomic, expression profit, prognosis. 
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