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Résumé de la thése :

Le myélome multiple est une hémopathie maligne caractérisée par I’expansion clonale de
plasmocytes tumoraux qui s’accumulent dans la moelle osseuse. La protéine anti-apoptotique
Mcl-1 est un facteur de survie des plasmocytes de MM.

Nous avons quantifié en cytométrie en flux, par quadruple marquage, I’expression de Mcl - 1
chez 45 patients atteints de MM. Nous avons étudié en parallele a Mcl-1, I’expression de la
protéine Bcl-2, autre protéine anti-apoptotique. Nos résultats montrent que Mcl-1,
contrairement a Bcl-2, est davantage exprimé dans les plasmocytes de MM que dans les
plasmocytes normaux et que cette hyper-expression est essentiellement cantonnée au
compartiment le plus proliférant CD45 Fort. L’étude de corrélation entre 1’expression de Mcl-
1 et la prolifération ne montrent pas, contrairement a Bcl-2, de corrélation significative. Aussi,
I’hyper-expression constitutive de Mcl-1, essentiellement dans le compartiment CD45 Fort,
est probablement liée directement a la malignité intrinséque de la tumeur.

Nous avons aussi montré que I’expression de Mcl-1 est liée a ’activité de la maladie. En effet
cette protéine est plus exprimée dans les MM en rechutes que dans les MM au diagnostic.
Aussi, la protéine Mcl-1 a probablement une valeur pronostic dans la progression du MM.
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GENERALITES

1. Myelome multiple




A. Définition

Le myélome multiple (MM) ou maladie de Kahler est une hémopathie maligne qui
affecte les cellules terminales de la différenciation lymphocytaire B, les cellules
plasmocytaires. Le MM se caractérise par I’expansion clonale de plasmocytes tumoraux
incompletement différenciés qui s’accumulent principalement dans la moelle osseuse. Les
cellules myélomateuses s’accumulent de fagon hétérogéne dans le squelette, créant des lésions
ostéolytiques multiples, d’ou la dénomination de myélome multiple. Malgré les progrés
apportés a cette hémopathie en terme de chimiothérapie, les rémissions complétes sont rares
et l’issue de la maladie reste fatale. La médiane de survie des patients traités par
chimiothérapie standard est de 24 a 30 mois. Elle passe a 5 ans pour les patients bénéficiant

d’une autogreffe de cellules souches du sang ou de la moelle.

B. Signes cliniques

Au début de la maladie, le MM se caractérise généralement par des atteintes
ostéolytiques. Ces Iésions sont présentes chez la majorité des patients dés le diagnostic.
L’atteinte osseuse se présente le plus souvent sous forme de 1ésions de type lytique qui sont
trés invalidantes et trés douloureuses. Elles sont en général multifocales et atteignent
particulierement les os du crane, les cotes, la clavicule, le sternum, I’axe pelvirachidien et les
régions proximales des os longs. Des fractures spontanées ainsi qu’une hypercalcémie sont
souvent associées aux lésions osseuses. Une ostéoporose peut étre observée dans les rares cas
de MM qui ne présentent pas d’ostéolyse radiologiques.

Une insuffisance rénale est souvent observée. Elle est d’autant plus accentuée qu’il existe une

protéinurie importante.



C. Signes biologiques

Le MM est généralement associ¢ a la production par les plasmocytes malins d’une
immunoglobuline (Ig) monoclonale ; dans ce cas de figure le MM est dit sécrétant. Dans 56%
des cas, il s’agit d’une Ig G, dans 26% des cas d’une Ig A et plus rarement d’une chaine
légere retrouvée dans les urines et qui constitue la protéinurie de Bence-Jones. Des myélomes
a lg D, a IgM ou a IgE sont trés rarement observés. La présence d’une Ig monoclonale
entraine une forte élévation de la vitesse de sédimentation.

I1 existe des MM dit non sécrétants pour lesquels aucune immunoglobuline monoclonale n’est
détectée dans les liquides biologiques.

L’hypercalcémie est un signe majeur du MM. L’atteinte rénale secondaire a la présence d’une
protéinurie de Bence-Jones ainsi que la déshydratation, favorisent et accentuent cette
hypercalcémie.

Parmi les conséquences de I’envahissement de la moelle osseuse qui entraine une inhibition
de I’hématopoiése normale, on observe une anémie ainsi qu’une thrombopénie. Une
hypogammaglobulinémie polyclonale est souvent la cause d’infections bactériennes
récidivantes parfois révélatrices, mais surtout, pouvant entrainer le décés du patient.

Des formes moins typiques de MM peuvent étre observées. Certains MM a croissance lente
appelés MM indolents ou « Smoldering Myeloma » sont caractérisés par un tableau initial
limit¢ a une Ig monoclonale, sans signes osseux, rénaux ou hématologiques. Une
plasmocytose faible de 1’ordre de 10 a 30 % est observée. Cette forme de MM peut évoluer

sur une longue période avant que d’autres manifestations cliniques n’apparaissent.
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Une forme de MM appelée leucémie a plasmocytes peut étre observée et elle correspond a un

passage sanguin de plasmocytes malins en grande quantité.

D. Diagnostic, pronostic et classification

Le diagnostic du MM repose sur un faisceau d’arguments. On retrouve les lésions
osseuses documentées par la radiographie ou I'IRM, la présence d’une Ig monoclonale
sérique et/ou urinaire et la présence sur le myélogramme ou la biopsie ostéomédullaire d’un
infiltrat plasmocytaire. On estime qu’une plasmocytose supérieure a 10% associée ou non a
des anomalies morphologiques des cellules plasmocytaires confirme le diagnostic.

Au début de la maladie, le MM se développe par I’accumulation de plasmocytes tumoraux au
niveau de la moelle osseuse. Ces plasmocytes sont peu proliférants. Par la suite, la cinétique
de la maladie s’accélére et les plasmocytes sont de plus en plus proliférants. On peut ainsi
observer une infiltration extramédullaire de la tumeur.

Durie et Salmon ont établi une classification qui permet de déterminer le stade de la maladie
selon différents critéres cliniques et biologiques (Tableau I).

Le pronostic du MM est corrélé au stade de la maladie ainsi qu’a la masse tumorale.

Actuellement le pronostic du MM est donné par des marqueurs biologiques plus pertinents

tels que le taux de la 2-microglobuline (Kyle, 1995) ou par la délétion du chromosome 13.

E. Epidemiologie, pathogénie et physiopathologie
1. Epidémiologie

L’incidence du MM varie fortement d’un pays a 1’autre : elle est faible par exemple en

chine avec environ 1 cas pour 100 000 habitants, elle est d’environ 3 a 4 pour 100 000
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habitants dans la plupart des pays industrialisés occidentaux. En France, le MM représente
environ 1 % des nouveaux cas de cancers et 10 a 15% des hémopathies malignes. Aux Etats-
Unis, il est responsable d’environ 12000 déces par an, soit pres de 2% des déces par cancer et
environ 20% des déces par hémopathie maligne. L’incidence du MM varie en fonctions de
différents facteurs : I’origine ethnique semble jouer un role. En effet le MM est plus fréquent
dans la population caucasienne et environ deux fois plus chez les sujets de race noire. On note
une prédominance masculine avec un ratio homme / femme de 1,4 (Bataille and Harousseau,
1997) et une augmentation de 1’incidence en fonction de 1’age. En effet, 98% des patients au
diagnostic ont plus de 40 ans et un pic de survenue de la maladie est observé entre 65 et 70
ans. Cette liaison a I’age permet d’expliquer en partie I’augmentation actuelle de 1’incidence
du MM compte tenu du vieillissement de la population. On constate cependant une
augmentation récente des cas de myélome survenant avant I’age de 55 ans. Cette tendance
semble indiquer I’existence de facteurs environnementaux a I’origine de la maladie.

Les gammapathies monoclonales de signification indéterminée (ou MGUS pour monoclonal
gammopathies of undetermined significance) constituent un état pré-néoplasique. Elles sont
¢galement caractérisées par la production d’'une immunoglobuline monoclonale d’isotype G
ou A, mais sans retentissement clinique et plus particulierement sans lésions osseuses. Elles
évoluent dans 25% des cas vers un myélome multiple avec une médiane d’apparition de 10

ans, et la plupart des MM se développent sur une MGUS préexistante (Kyle, 1994).

Le MM peut étre considéré comme la conséquence de deux événements : le premier est
oncogénique, précoce, responsable d’une gammapathie monoclonale, et le second, plus tardif,

a ’origine du MM (Bataille and Harousseau, 1997; Hallek et al., 1998).
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Stade I :
Si tous les critéres suivants sont observés :
- hémoglobine > 10 g/dl
- calcémie < 2,60 mmol/l
- absence de 1ésions osseuses ou une seule Iésion
- taux de composant monoclonal :
= [gG <50¢g/
= JgA <30¢g/l
= BJ <4g/24h
Stade I1 :
Ni [, ni IIT
Stade I1I :
Si un ou plusieurs des critéres suivants sont réunis :
- hémoglobine < 8.5 g /dl
- calcémie >3 mmol/l
- Lésions ostéolytiques avancées
- Taux de composant monoclonal :
= IgG >70g/1
= JgA>50 g/l
= BJ >12 g/24h
Sous-classification (A ou B) :
A : fonction rénale a peu prés normale
(Créatinémie < 170 pumol/l)
B : Dysfonctionnement rénal

(Créatinémie > 170 umol/l)

Tableau I : Classification de Durie-Salmon




2. Anomalies chromosomiques

Les cellules myélomateuses proliférent lentement dans la moelle osseuse. Elles
perdent leur capacité de division et de différenciation compléte.
Les causes de ces défaillances sont inconnues, néanmoins la translocation entre le
chromosome 14q32 et différents chromosomes partenaires tels que les chromosomes 11 et 4
surtout mais aussi 6, 16, 9, 18, 8 semble intervenir dans ces différents événements (Avet-
Loiseau et al., 1998)
La dérégulation de I’oncogeéne c-myc pourrait aussi intervenir (Avet-Loiseau et al., 2001). Des
mutations ponctuelles de 1’oncogéne ras (N-ras, K-ras) semblent jouer un role dans les
rechutes médullaires et surtout extramédullaires (Bezieau et al., 2001) et des mutations de la
p53 ont été retrouvées dans les rechutes extramedullaires (Bataille and Harousseau, 1997).
L’existence d’une monosomie du chromosome 13 semble €tre un événement majeur dans
I’évolution du MM. Elle est considérée actuellement comme un facteur de mauvais pronostic
de la maladie (Avet-Loiseau et al., 1999a; Avet-Loiseau et al., 1999b) (Facon et al., 2001).
Enfin, la translocation 14q32 et la délétion du 13q ne sont pas des événements aléatoires dans
le MM mais plutét des événements de 1’oncogeneése du MM. Le réarrangement en 14q32
serait un événement précoce dans le développement clonal et définirait des groupes de MM
selon le chromosome partenaire alors que la délétion du 13q est vraisemblablement corrélée a

I’agressivité de la maladie (Avet-Loiseau et al., 2002).

3. Role des cytokines

L’IL-6 est un facteur essentiel dans la physiopathologie du MM. C’est un facteur de

croissance et de survie des cellules myélomateuses (Kawano et al., 1989); (Hardin et al.,
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1994; Klein et al., 1989); (Lichtenstein et al., 1995). Le taux d’IL-6 est augmenté chez les
patients atteints de MM (Bataille et al., 1989). Cette production est dépendante de
I’environnement médullaire.

L’IL-6 agit par I’intermédiaire de son récepteur constitué¢ de deux sous-unités : une chaine o
ou gp80 qui lie ’IL-6 et une chaine B ou gp 130 responsable de la transduction du signal.
Alors que la gp 80 est spécifique de I’IL-6, la gp 130 intervient dans la transduction du signal
d’autres cytokines tel que I’Oncostatine M (OSM) et le Leukemia Inhibitory Factor (LIF). La
liaison de I'IL-6 a la gp 80 provoque le recrutement de la gpl130 formant un complexe
constitué de deux de chacune des protéines : IL-6, gp80, gp130.

L’agrégation du récepteur conduit a 1’activation de plusieurs voies de transduction du signal.
Tout d’abord, la voie JAK/STAT, qui fait intervenir des protéines nommées Janus Kinases
(JAKI1, JAK2, Tyk2), est de loin la voie la plus documentée dans le MM. Son activation
aboutit a 1’activation de STAT 3, facteur de transcription dont le role est d’induire la
transcription de génes de molécules de survie tel que Mcl-1 (Puthier et al., 1999a). La voie
Ras/MAPKinase, moins décrite que la voie JAK/STAT, semble étre importante dans le MM.
Elle permet d’activer la voie ERKI/ERK2 qui va alors activer plusieurs facteurs de
transcriptions tel que NF et APl (pour revue (Hallek et al., 1998). Enfin, la voie des
phosphatidylinositol-3-kinases-Aktl (PI3-K/Aktl) semble aussi activée (Hideshima et al.,
2001).

I1 semble que la voie JAK/STAT soit préférentiellement liée a la survie des cellules tandis que
la voie Ras/MAPK est plutdt liée a la prolifération.

L’IGF-1 est aussi un facteur de survie du MM. Il est produit par la matrice osseuse et est
capable d’induire directement la prolifération des cellules myélomateuses (Georgii-Hemming

et al., 1996). IGF-1 active son récepteur membranaire IGF-1R. Ce récepteur activé, stimule
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les cellules de MM par la phosphorylation de IRS-1 (Insulin Receptor Substrate-1) qui a son
tour active différentes voies de signalisation cellulaire et en particulier la voie des PI3-K/Akt

(Ferlin et al., 2000); (Ge and Rudikoft, 2000).

4. Role de ’environnement médullaire

Le micro-environnement médullaire joue un role essentiel dans la survie des
plasmablastes et des plasmocytes. Kawano et coll. ont montré qu’aprés purification, les
plasmocytes meurent rapidement par apoptose, et cette mort cellulaire peut étre antagonisée
par la co-culture avec des cellules stromales médullaires (Kawano, 1995). Cette méme étude a
montré que le surnageant de culture des cellules stromales est également capables d’inhiber
I’apoptose des cellules plasmocytaires. Ceci semble étre li¢ a la synthése par ces cellules
stromales de facteurs solubles, en particulier I’'IL-6 (Lokhorst et al., 1994) ; (Uchiyama et al.,
1993).

Le contact direct de plasmocytes avec les cellules stromales via leurs molécules d’adhésion
respectives, semble jouer un role important dans la survie des plasmocytes. De méme,
I’interaction des cellules plasmocytaires avec les composants de la matrice extra-cellulaire est
essentielle pour la survie et la différentiation des plasmablastes. L’interaction de la
fibronectine (produite par les cellules stromales) et 1’intégrine VLA-4 semble en particulier
jouer un réle important, comme le montre 1’action bloquante des anticorps anti-VLA-4 et anti-
fibronectine, sur la différenciation plasmocytaire induite par le surnageant de culture de

cellules stromales médullaires (Roldan et al., 1992).
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5. Biologie du plasmocyte normal et du plasmocyte malin

A) Biologie du plasmocyte normal :

Sur le plan physiologique, le plasmocyte est une cellule issue du lignage
lymphocytaire. En effet, les lymphocytes B naifs (résultat de la lymphopoicse dite précoce)
quittent la moelle osseuse et circulent dans le sang périphérique pendant environ trois jours.
C’est le contact avec I’antigéne (Ag) dont il est spécifique qui va induire 1’activation du
lymphocyte B et son transfert dans un des organes lymphoides secondaires (rate, ganglions
lymphatiques ou tissus lymphoides associés aux muqueuses) ou se produit, au sein des
follicules lymphoides, la différenciation terminale en lymphocyte B « mémoire » ou en
plasmocyte. Les plasmocytes générés par les lymphocytes B produisent des anticorps
responsables de I’immunité humorale. IIs représentent 0,5% des cellules mononucléées de la
moelle osseuse.

En ce qui concerne les lymphocytes B « mémoire », il existe une controverse au sujet du type
de cellule responsable de la mémoire immune. En effet, deux hypotheses sont émises : la
premiére suggere que les lymphocytes B « mémoires » sont capables de générer tout au long
de la vie des plasmocytes a durée de vie courte, alors que la deuxiéme hypothese garde la
notion de cellules B « mémoires », mais aussi I’existence de plasmocytes, dit a longue durée
de vie, capable de survivre tout au long de la vie de I’individu dans un microenvironnement
capable de leur apporter les facteurs nécessaires pour leur survie (Manz et al., 2002) (Arpin et

al., 1997).

Sur le plan morphologique (Figure 1), le plasmocyte normal représente la cellule effectrice de
la réponse immunitaire humorale. Sa fonction principale est la production et la sécrétion

d’une immunoglobuline qui représente un taux inférieur a 1 ng/cellule/jour. Ceci explique
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I’abondance de son cytoplasme et I’'important développement de son réticulum

endoplasmique et de son appareil de golgi.

Le plasmocyte est une cellule complétement différenciée et par conséquent ne se divise plus.
IIs ont une durée de vie de quelques semaines (Altmeyer et al., 1997) et meurent par apoptose.
La différenciation des lymphocytes B vers le plasmocyte s’accompagne par 1’acquisition ou
la perte d’antigénes de surface. Les plasmocytes sont caractérisés par 1’expression dans le
cytoplasme d’une immunoglobuline (Ig), d’une forte expression membranaire de I’antigéne
CD38 (T10), molécule présente essentiellement dans les thymocytes mais aussi les
plasmocytes, une forte expression du CD138 (Syndecan-1, heparane sulfate protéoglycan) et
une expression positive du CD19 (j4.119), une glycoprotéine transmembranaire de la
superfamille des immunoglobuline qui joue un role important dans la différenciation des
lymphocytes B indépendante de 1’antigéne. Par opposition aux cellules myélomateuses,
I’expression de I’antigéne CD56 (Neural cell adhesion molecule : NCAM) est négative. La
NCAM est une glycoprotéine de la superfamille des immunoglobulines présente, en dehors du
tissu nerveux, sur les cellules NK (Natural Killer). Le CD56 interviendrait dans 1’attachement
des cellules tumorales aux cellules endothéliales.

Cependant, le phénotype des plasmocytes normaux est fonction de leur site d’origine: les
plasmocytes de la moelle osseuse sont CD38 fort, CD138 (syndecan-1) fort, CD19 positive,
CD56 (NCAM) négatif (Harada et al., 1993) et CD45 fortement positif. Les plasmocytes
normaux des amygdales, du sang périphérique et ceux d’une plasmocytose réactionnelle ont
quasiment le méme phénotype que ceux de la moelle osseuse a I’exception du CD138 qui

dans le dernier cas est faiblement positif voir négatif (Tableau II).
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B) Biologie du plasmocyte myélomateux :

On ne connait pas la nature exacte de la cellule souche myélomateuse capable d’auto-
renouvellement, néanmoins elle semble provenir d’un compartiment lymphoide B post-
folliculaire ayant subi les processus d’hypermutation somatique, de sélection antigénique et
de commutation isotypique apres stimulation antigénique. Elle pourrait étre un lymphocyte B
« mémoire » ou plus sirement un plasmablaste dont la prolifération est stimulée par I’IL-6
(Jego et al., 2001). Les cellules myélomateuses migrent ensuite dans la moelle osseuse et son
microenvironnement favorable. Elles produisent quelques picogrammes d’immunoglobuline
par jour.

Sur le plan morphologique (Figure 2), le plasmocyte malin a un aspect plus ou moins
immature. Les MM sont aussi classés en fonction de leur morphologie : mature (28%),
intermédiaire (38%), immature (19%), ou plasmablastique (15%). L aspect morphologique est
corrélé avec le pronostic de la maladie (Garand et al., 2003). En effet, les formes les plus
immatures présentent une médiane de survie inférieure aux autres formes.

L’immunophénotypage des plasmocytes myélomateux est caractérisé par une forte expression
du CD38 et du CD 138, le CD19 est, dans 97% des MM, négatif et enfin le CD 56 est positif

dans la majorité des MM (Van Camp et al., 1990) (Tableau II).

C) Notion de compartiments CD45 dans les plasmocytes normaux et de MM :

L’antigéne CD45 est une protéine tyrosine phosphatase (Charbonneau et al., 1988).
Le CDA45 est décrit comme un antigéne commun leucocytaire nécessaire pour 1’activation et le
développement des lymphocytes B ((Kawauchi et al., 1994); (Hermiston et al., 2003).
L’expression de I’antigéne CD45 a été évaluée dans des plasmocytes normaux de différentes

origines : amygdale, sang périphérique et moelle osseuse (Medina et al.,, 2002).
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Cette étude a montré que plus on se rapproche de la maturation plasmocytaire, de I’amygdale
vers la moelle osseuse en passant par le sang périphérique, plus I’expression du CD45
diminue. Aussi, les plasmocytes de I’amygdale et du sang périphérique sont immatures et
expriment fortement le CD45, alors que les plasmocytes de la moelle osseuse réduisent
clairement cette expression tout en gardant une expression hétérogéne de ce marqueur.

De plus, il a été décrit une association entre I’expression du CD45 et la prolifération (Jego et
al., 1999). En effet la forte expression du CD45 est associée a la prolifération dans les
plasmocytes immatures d’amygdales et de sang périphérique et une faible expression du
CD45 est associée a I’arrét de la prolifération observée dans les plasmocytes matures de la
moelle osseuse.

Dans le MM, un mode¢le de deux compartiments plasmocytaires en fonction de 1’expression
du CD45 a été établi. En effet, on distingue deux sous-populations de plasmocytes : une sous-
population a faible expression, voire négative, du CD45 majoritaire et une sous-population a
forte expression du CD45 minoritaire (Bataille et al., 2003). En terme de prolifération, la forte
expression du CD45 est associée a une forte prolifération (Joshua et al., 1996) et représente
une sous-population immature comparée a la sous-population CD45 faible plus mature et
moins proliférante.

La maturation des plasmocytes normaux est associée a la diminution de 1’expression du CD45
sans que ¢a soit une perte totale. Cependant, dans le MM il a été observé que la maturation
des plasmocytes malins est associée a la diminution de I’expression du CD45, comme pour les

plasmocytes normaux, mais avec une possibilit¢é de la perte totale de cette expression.
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Figure 2 : Morphologie de plasmocytes de MM
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F. Thérapeutique

Le traitement conventionnel du MM consiste en une chimiothérapie associant le
melphalan a la prednisone. Ces traitements ont été mis en place dans les années 1970, ont
permis d’améliorer I’espérance de vie des patients d’environ 1 an. Cette thérapeutique reste
néanmoins décevante, la rémission compléte est rare et I’issue de la maladie reste fatale.
Cependant des progres récents ont été accomplis dans le traitement de cette maladie avec
’utilisation de facteurs pronostique plus ciblés et une prise en charge des complications
permet d’améliorer la qualité de vie.

Actuellement la greffe de cellules souches hématopoiétiques sanguines ou médullaires est
réservée aux patients jeunes, elle permet d’avoir une médiane de survie a 5 ans (Attal et al.,
1996). Seule I’allogreffe de moelle permet d’espérer une guérison mais elle ne s’adresse qu’a
un groupe minoritaire de patients jeunes avec donneur HLA compatible, malheureusement la
mortalité et la morbidité sont élevée (Gahrton et al., 1995).

D’autres thérapeutiques plus récentes semblent étre encourageantes. La thalidomide qui
semble étre efficace, les inhibiteurs de farnésyl-transférase ou encore les inhibiteurs du

protéasome (PS341).
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CD 38 CD 138 CD 45 CD 19 CD 56
AMYGDALE ++ +a- +++ + (100%) -
SANG ++ +a- +++ + (100%) -
PRSANG +++ ++a- +++ + -
MO NORMALE +++ ++ +++ a+/- + (80%) -
MM +++ +++ -a+++ - (97%) ++

Tableau II: Phénotype des plasmocytes

Intensité de la fluorescence : -, négatif ; + faiblement positif ; ++ positif ; +++ fortement positif. Le pourcentage

de la population positive est indiqué. MO : moelle osseuse ; PR : plasmocytose réactionnelle.
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IlI.  Mcl-1 et protéines de la famille Bcl-2

A. Les protéines de la famille Bcl-2

1. Description

La protéine Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2) a été découverte en 1986 grace au
clonage du point de cassure de la translocation t (14 ;18)(q32 ;q21) des lymphomes B de type
folliculaire (Tsujimoto and Croce, 1986).

La protéine Bcl-2 est le membre fondateur de la famille Bcl-2. La découverte de cette protéine
a permis d’établir une nouvelle classe d’oncogénes ayant une méme fonction anti-apoptotique
et dont le mécanisme d’action consiste a prévenir la mort cellulaire programmée mais non a
favoriser la prolifération cellulaire.

La protéine Bcl-2 est constituée de 239 acides aminés et de 4 domaines d’homologie,
appelés BH (Bcl-2 homology) numérotés de 1 a 4 de I’extrémité N-terminale a 1’extrémité C-
terminale. Ces domaines d’homologie sont conservés entre les différents membres de la
famille Bcl-2. La structure tridimensionnelle de la protéine Bcl-2 est formée de 7 hélices a
(Figure 3A). Les domaines BHI et BH2 forment une poche hydrophobe constituant un
domaine récepteur. Le domaine BH3 intervient dans les interactions avec les autres protéines
de la famille Bel-2 pour former des dimeéres. Les dimérisations se font aussi bien avec des
protéines pro-apoptotiques que des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ceci est
fonction de la conformation de la protéine. Un quatrieme domaine BH4 existe seulement dans
les protéines anti-apoptotiques et est nécessaire a I’activité anti- apoptotique de Bcl-2 et de
Bcel-x;. Les deux premiéres hélices a hydrophobes forment un domaine de régulation et de
phosphorylation de la protéine, et la cinquieéme et sixiéme hélice a participent a la formation

de pore dans la membrane phospholipidique (Cory and Adams, 2002) (Reed, 1995)
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2. Différents membres de la famille Bcl-2

La famille Bcl-2 comprend plus de 15 membres chez les Mammiféres. Cette famille
est constituée aussi bien de protéines anti- que pro-apoptotiques. Ces différentes protéines
possédent au moins un domaine BH (Figure 3 B). Les protéines anti-apoptotiques possedent
au moins les domaines BH1 et BH2, les protéines les plus homologues de Bcl-2 possedent les
quatre domaines BH comme par exemple Bel-x;, Mcl-1.

Les protéines pro-apoptotiques sont divisées en deux sous familles : Bax, Bak, Bcl-xs,
Bok/MTD qui présentent une forte homologie avec Bcl-2 et Bad, Bid, Bim/Bod qui n’ont en
commun avec Bcl-2 que le domaine BH3 d’ou leur nom de « BH3-only ».

Ces différentes protéines ont une localisation cellulaire différente selon leur rdle anti- ou pro-
apoptotique. Les protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bel-xp et Mcl-1 ont un domaine
transmembranaire leur permettant de se localiser dans des membranes intracellulaires telles
que la mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou la membrane nucléaire. Seul Bak est
constamment li¢ & la membrane mitochondriale.

Les protéines de la famille Bcl-2 sont régulées par différents mécanismes :

1) Régulation de I’expression par des cytokines ou par d’autres signaux de
survie ou d’apoptose. Ce type de régulation est important dans certains types cellulaires. En
effet, I’exemple le plus parlant est la translocation (14; 18) (q32 ; q21) dans le lymphome B
de type folliculaire. Une hyperexpression de la protéine Bcl-2 est observée dont la
conséquence est 1’inhibition de 1’apoptose dans les lymphocytes malins.

ii) Régulation de I’activité par dimérisation, par phosphorylation ou par clivage.
La dimérisation entre les protéines anti- et pro-apototiques de la famille Bcl-2 joue un rdle
majeur dans la régulation de Dl’apoptose. En effet, la protéine Bcl-2 est capable de
s’homodimériser et de s’hétérodimériser plus particuliecrement avec la protéine Bax.

L’hyperexpression de Bcl-2 dans la cellule déclenche son hétérodimérisation avec Bax ce qui
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provoque un effet antiapoptotique. A I’inverse, 1’hyperexpression de la protéine Bax
déclenche un effet apoptotique. Ainsi, il existe un équilibre entre ’expression des deux
protéines Bcl-2 et Bax et le ratio entre ces deux molécules conditionne I’effet pro ou anti-
apoptotique.
D’autres protéines de la famille Bcl-2 ont été décrites comme formant des homo- ou
hétérodiméres (Chao and Korsmeyer, 1998). Comme exemple, on retrouve les couples Bel-xi,
et Bak ou Bad, Bim et Bcl-2 ou Bel-x;. L’interaction de Bcl-2 /Bax et Bcl-xi/Bak
provoquent une neutralisation de I’activité pro-apoptotique de ces protéines.
Plus généralement, il a été suggéré que le ratio entre les protéines pro-apoptotiques et
protéines anti-apoptotiques détermine la susceptibilité a I’apoptose.

ii1))  La régulation peut aussi se faire par phosphorylation. C’est le cas de la protéine
Bad qui est phosphorylée et semble inactive sous cette forme. La phosphorylation de la
protéine Bid la rend résistante au clivage par la caspase 8.

1v) La régulation par clivage de la protéine est aussi décrite.
Elle concerne essentiellement la protéine Bid (Li et al., 1998) et la protéine Bcl-2 (Cheng et
al., 1997). Les protéines de la famille Bcl-2 ont un rdéle dans 1’apoptose qui est bien
documenté. Néanmoins, I’apoptose ne semble pas étre la seule fonction de ces protéines. En
effet, elles semblent intervenir dans la régulation du cycle cellulaire et dans la maturation des

lymphocytes (Figure 4).
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A/ Structure de la protéine Bcl-2
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Figure 3 : La famille Bcl-2
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Al Lignage T

Thymus Rate
double i
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Figure 4 : Expression des protéines Bcl-2 et Bel-xL dans le lignage B et T
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3. Protéine de la famille Bcl-2 et myélome multiple

a. Expression dans le MM

La protéine Bcl-2 est exprimée aussi bien dans les plasmocytes normaux de la moelle
osseuse que dans les plasmocytes myélomateux (Hamilton et al., 1991); (Pettersson et al.,
1992). La quantification de I’expression de Bcl-2 dans les plasmocytes normaux et malins a
montré une corrélation inverse entre I’expression de Bcl-2 et la prolifération des plasmocytes
malins. Bcl-2 a donc deux fonctions : anti-apoptotique et inhibitrice de la prolifération
(Puthier et al., 1999b) ; (Miguel-Garcia et al., 1998). Quant a la protéine Bcl-xi elle est
exprimée aussi bien chez les patients que dans les lignées (Krajewski et al., 1995); (Tu et al.,
1998). L’expertise de la protéine Bax a montré une variabilité d’expression de cette protéine
entre les patients. La présence d’IL-6 n’interfeére pas sur son niveau d’expression. Par contre,
I’étude parallele de ’expression de Bcl-2 et de Bax montre que les patients atteints de MM
expriment fortement ces deux molécules par rapport aux patients atteints de plasmocytome,

d’une MGUS ou de myé¢lomes indolents (Renner et al., 2000).

b. Régulation par des cytokines

Comme cité précédemment, certaines cytokines telle que 1’IL-6 joue un role important
dans la physiopathologie du MM. L’absence d’IL-6 dans un milieu de culture de plasmocytes
malins provoquent I’entrée en apoptose. La surexpression de la protéine Bcl-2 protége ces
cellules de ’apoptose, néanmoins aucune augmentation de Bcl-2 en présence d’IL-6 n’a été

décrite. Cependant [’expression de la protéine Bel-x; est augmentée en présence d’IL-6,
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suggérant que cette protéine pourrait €tre la protéine clé de 1’apoptose dans le MM et que le

signal IL-6, transduit par la voie JAK/STAT, est un signal de survie de
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cellules tumorales ((Schwarze and Hawley, 1995) (Lotem and Sachs, 1995) (Catlett-Falcone
et al., 1999).

Une augmentation de Bcl-x; a aussi été décrite en présence de IGF-1 et la protection des
cellules vis-a-vis de ’apoptose ferait intervenir, dans ce cas, les voies des MAP-Kinases ou
des PI3-Kinases (Ogawa et al., 2000).

Dans la littérature, I’ensemble des travaux ont suggéré jusqu’a récemment que Bcel-x; étant la
protéine la plus importante dans le MM. Cependant la protéine Mcl-1 a ensuite été étudiée en

parallele a Bel-x | et s’est avérée importante dans le MM.,

¢. Role dans la chimiorésistance

L’implication des protéines de la famille Bel-2 dans la chimiorésistance dans le MM
s’appuie sur plusieurs observations. Tout d’abord, le haut niveau d’expression de Bcl-2
semble contribuer a la résistance des plasmocytes a différentes drogues telles que la
dexaméthasone en agissant sur la protéine NF-kB. En effet, Bcl-2 prévient la répression de
cette protéine par la dexaméthasone et donc I’apoptose.

La chimiorésistance interviendrait en partie par la stimulation de Bcl-2 et non pas par la
sélection de cellules résistantes (Tu et al., 1996). Elle peut aussi étre expliquée par

I’augmentation de I’expression de Bcl-x; en présence d’IL-6 (Tu et al., 1998).

d. Role dans le pronostic du MM

L’expression de Bcl-x; semble étre corrélée a la réponse au traitement par le
melphalan, la prednisone ou I’association VAD. En effet, les patients qui hyperexpriment Bcl-

xp, ne répondent que dans 20 a 30 % des cas au traitement contrairement a ceux qui expriment
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Bcl-x;, a un niveau plus faible. Ces patients répondent dans 80% des cas au traitement
(Dalton and Jove, 1999).
Actuellement aucune étude n’a pu montrer une corrélation entre I’expression des protéines de

la famille Bcl-2 et la survie des patients ou la réponse au traitement.

B. Mcl-1 (Myeloid Cell Leukemia-1)

1. Description

La protéine Mcl-1 est une protéine anti-apoptotique de la famille Bcl-2. Elle a été
décrite pour la premiére fois en 1993 dans une lignée cellulaire myéloide ML-1 (Kozopas et
al., 1993). C’est une protéine de 37 kDa, qui possede les quatre domaines BHI, 2, 3, 4 et le
domaine transmembranaire comparable a la protéine Bcl-2. La protéine Mcl-1 a une demi vie
courte d’environ 3 heures qui peut étre imputée a la présence de séquences PEST, site de
dégradation rapide de la protéine par la voie du protéasome.

I1 a été décrit une forme courte de Mcl-1 dite Mcl-1s. Cette forme est le résultat d’un épissage
alternatif du gene de Mcl-1. Mcl-1s conserve uniquement le domaine BH3 et par conséquent
appartiendrait au groupe des « BH3-only ». Elle semble se comporter comme une protéine

pro-apoptotique (Bae et al., 2000; Bingle et al., 2000).

2. Distribution et localisation

Comme la protéine Bcl-2, la protéine Mcl-1 est exprimée dans de nombreux types
cellulaires. En effet, elle est présente dans les cellules épithéliales, les follicules des ganglions
lymphatiques, les amygdales, et dans le muscle cardiaque et squelettique (Krajewski et al.,

1995).
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La protéine Mcl-1 est localisée essentiellement au niveau de la membrane mitochondriale.
Elle se lie a cette membrane grace a son domaine carboxy-terminal hydrophobe. Elle est aussi

associée a d’autres membranes non mitochondriales.

3. Role

La protéine Mcl-1 a été largement décrite comme impliquée dans 1’induction de la
différenciation cellulaire de la lignée myéloide. Son expression semble étre augmentée en
présence d’un stimulus de différenciation, dans le but de protéger les cellules de I’apoptose
(Fukuchi et al., 2001; Kozopas et al., 1993; Moulding et al., 2000; Yang et al., 1996). En
effet, dans les lignées U937, la diminution de Mcl-1, en présence d’oligonucléotides antisens,
provoque une apoptose rapide des cellules lors de la différenciation induite par le PMA. Dans
les mémes conditions, I’expression de Bcl-2 n’est pas modifiée ce qui suggeére que dans le
modele cellulaire U937, Bcl-2 ne compense pas la perte de Mcl-1 et que ces deux protéines
ont des fonctions distinctes.

Le role anti-apoptotique de Mcl-1 a été confirmé sur un modele de souris transgéniques (Zhou
et al., 1998) et dans différents types cellulaires : les lymphocytes B (Lomo et al., 1997; Lomo
et al., 1996), lymphocytes B immatures (Myklebust et al., 1999) ou encore dans la lignée
granuleuse (Leuenroth et al., 2000) (Moulding et al., 2001).

Récemment, 1’équipe de Nijhawan a montré que 1’¢limination de la protéine Mcl-1 est
nécessaire a 1’initiation de I’apoptose induite par des irradiations UV (Nijhawan et al., 2003).
Cette élimination est aussi nécessaire pour la translocation de Bcl-xp a la membrane
mitochondriale ainsi qu’a d’autres événements de 1’apoptose tels que la translocation de la

protéine Bax, le relargage du cytochrome c et a I’activation des caspases.
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4. Réoulation

Différents facteurs de survie sont impliqués dans la régulation de la protéine Mcl-1 :
Le GM-CSF dans les cellules myé¢loides (Klampfer et al., 1999), PEGF dans les cellules du
carcinome de 1’cesophage (Leu et al., 2000) et I’IL-6 dans les hépatocytes (Kuo et al., 2001).
Cependant, plusieurs voies de transduction du signal semblent impliquées dans cette

régulation (Figures 5).

5. Interactions avec d’autres protéines

Mcl-1 interagit avec les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme par
exemple Bad, Bax, Bok, Bik, et Bim (Leo et al., 1999). Mcl-1 se lie aussi a DAD-1 (defender
of apoptotic cell death-1), sous-unit¢ du complexe oligosaccaryl-transférase et dont la perte
des fonctions induirait 1’apoptose. Le complexe Mcl-1/DAD-1 pourrait jouer un rdle dans la
N-Glycosylation (Makishima et al., 2000). Mcl-1 semble aussi interagir avec PCNA
(proliferation cell nuclear antigen), protéine régulatrice de la phase S du cycle cellulaire.
Ainsi, la surexpression de Mcl-1 inhiberait la progression en phase S du cycle cellulaire

(Fujise et al., 2000).

34



6. Mcl-1 et MM

Dans la littérature, peu d’études ont été consacrées a la protéine Mcl-1 dans le MM.
Cette protéine est décrite comme impliquée dans la survie des lymphocytes B et plus
particulierement dans les stades tardifs de la différentiation B (Lomo et al., 1996) (Altmeyer
et al., 1997). Elle est, en effet, davantage exprimée dans les lymphocytes B du centre
germinatif que dans les lymphocytes B naifs ou « mémoires ».

Dans le MM, de plus en plus de données suggerent I’importance de Mcl-1 dans la survie des
cellules myélomateuses. Puthier et coll. ont comparé 1’expression de la protéine Bcl-2, Bel-xp
et Mcl-1 dans 13 lignées de MM. Une expression assez variable des protéines Bcl-x;, et Mcl-
1 a été observé alors que I’expression de la protéine Bcl-2 est forte et homogéne dans les 13
lignées étudiées. Il a aussi été observé une forte corrélation entre I’expression des molécules
Bcel-xp et Mcl-1. En effet une forte expression de la protéine Mcl-1 est associée a une forte
expression de Bcl-xp tandis qu’une faible expression de Mcl-1 est associée a une faible
expression de Bcl-xp. Ceci a été confirmé sur des plasmocytes purifiés provenant de
prélevements de patients (6 échantillons de moelle osseuse et 3 leucémies a plasmocytes)
(Puthier et al., 1999b). Parallelement a la corrélation étroite entre les protéines Mcl-1 et Bcl-
xr, une étude de I’effet de 1I’IL-6, cytokine majeure dans la croissance et la survie du MM, sur
ces protéines a été réalisée. Il a été observé, qu’en présence d’IL-6, I’expression de Bel-xi. et
de Mcl-1 augmente alors que I’expression de la protéine Bcl-2 reste stable. Ces résultats
suggerent que la régulation des protéines Mcl-let Bel-xp d’une part et de Bcel-2 d’autre part
est indépendante et que I’effet anti-apoptotique observé en présence d’IL-6 passe
probablement par la régulation positive de Mcl-1 et de Bcl-x,.. Cette étude a donc montré que
I’IL-6 est un puissant inducteur de la protéine Mcl-1 mais aussi de Bcl-xp Pour Mcl-1, ces

résultats ont été confirmés par Jourdan et coll. (Jourdan et al., 2003). La co-régulation des
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protéines Bcl-x; et de Mcl-1 est déja décrite dans les lymphocytes B (Lomo et al., 1997).
Jourdan et coll. a confirmé, par la suite, la régulation de Mcl-1 par I’'IL-6 et par IFN-a, autre
facteur de croissance des cellules myélomateuses ((Jourdan et al., 2000); (Puthier et al.,
2001). La régulation positive de Mcl-1 par I’'IL-6 ou ’'IFN-a fait intervenir de préférence la
voie de transduction du signal JAK/STAT3 plutot que la voie ERK/MAP Kinase (Puthier et
al., 1999a) ; (Puthier et al., 2001). Toutes ces données montrent que 1’expression de Bcl-2
d’une part et de Mcl-1 et Bel-x; d’autre part est antinomique. En ce qui concerne Bel-2 et
Bcl-xp, ces résultats sont aussi retrouvés dans la lignée lymphocytaire. En effet, les protéines
anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xp et Mcl-1 ont probablement des rdles différents dans les
cellules de MM : la protéine Bcl-2 joue un rdle anti-apoptotique et anti-prolifératif , les
protéines Bcl-xp et Mcl-1 assureraient la survie des cellules en réponse a des facteurs de
croissance.

D’autres travaux ont confirmé par la suite le role essentiel et critique de la protéine Mcl-1
dans la survie des cellules de MM (Zhang et al., 2002); (Derenne et al., 2002). En effet, en
présence d’oligonucléotides antisens (ASOs) dirigés spécifiquement contre Mcl-1, il a été
observé que la diminution rapide de Mcl-1 s’accompagne d’une diminution de la viabilité des
cellules de MM associée a une apoptose massive de ces cellules. L’association des ASOs
Mcl-1 aux ASOs Bcl-xi ou Bcl-2 n’apporte pas une plus grande efficacité (Derenne et al.,
2002).

Mcl-1 est une protéine de survie dans le MM. Elle peut donc étre proposée comme cible
thérapeutique. Récemment, Gojo et coll. ont observé en présence de flavopiridol, inhibiteur
de kinase cycline dépendante, une induction d’apoptose des cellules de MM et ceci par la

répression transcriptionnelle et la régulation négative de Mcl-1 (Gojo et al, 2002).
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OBJECTIFS



Dans cette ¢étude nous avons tout d’abord réalis¢é I’immunophénotypage de
plasmocytes normaux et tumoraux. Cet immunophénotypage est important dans la mesure ou
il nous permet de s’assurer de la malignité des plasmocytes présents dans nos prélévements
de MM. Nous avons aussi étudier la prolifération (index de phase S) dans les plasmocytes
normaux et tumoraux. Cette étude a été réalisée en fonction des sous-populations CD45.

Les objectifs de ce travail sont essentiellement d’étudier en paralléle 1’expression des
protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2, d’une part dans les plasmocytes normaux de
moelles osseuses normales et d’amygdales et d’autre part dans les plasmocytes de MM.

Dans les plasmocytes normaux nous avons : i) étudié et comparé 1’expression de Mcl-1 et de
Bcl-2 dans les plasmocytes d’amygdales et de la moelle osseuse normales. ii) étudié
I’expression de ces protéines dans les sous-populations CD45. iii) étudier les corrélations de
I’expression de Mcl-1 et de Bcl-2 et la prolifération plasmocytaire.

Dans les plasmocytes tumoraux de MM, toutes les études ont été réalisées en comparaison
avec les résultats obtenus dans les plasmocytes de la moelle osseuse normale. Nous avons : 1)
étudié¢ D’expression des deux protéines Mcl-1 et Bcl-2 dans les prélevements de moelle
osseuse de MM. ii) défini une valeur limite au-dela de laquelle des valeurs de Mcl-1 et de
Bcl-2 sont considérées comme anormalement élevées. iii) comparé 1’expression de Mcl-1 et
de Bcl-2 dans 25 prélévements de MM au diagnostic et 20 prélevements de MM en rechute.

corrélations entre 1’expression de Mcl-1 et de Bcl-2 et la prolifération plasmocytaire.



MATERIEL et METHODES



1. Prélevements de moelles normales

Un phénotypage des plasmocytes normaux a été réalisé¢ sur des prélévements de 8
moelles osseuses normales. Ces moelles osseuses proviennent de donneurs sains en vue

d’allogreffe.

11. Prélévements d’amygdales

Un phénotypage de plasmocytes amygdaliens a aussi été réalisé sur des prélevements
de 8 amygdales. Sept de ces amygdales proviennent d’amygdalectomie d’enfant et une
d’amygdalectomie d’adulte.

Un petit morceau d’amygdale est sectionné a plusieurs reprises afin de libérer les cellules.
Aprées une filtration puis un lavage en tampon PBS, la séparation des cellules mononucléées

est réalisée sur un gradient de densité (ficoll).

IIl. Prelevements de patients atteints de MM

Dans cette étude, 45 patients atteints de MM ont été inclus : 25 patients au diagnostic
et 20 patients en rechute. Les prélévements de ces patients sont dans la majorité des cas des
prélevements de moelle osseuse. Ces moelles osseuses sont prélevées sur un anticoagulant
(EDTA). Un minimum de cinq millions de cellules est nécessaire pour réaliser le marquage
immunophénotypique.

Le pourcentage des plasmocytes dans les différents prélévements a été d’une part détérminé
lors de I’étude de la morphologie grace a la coloration de May-Grunwald-Giemsa (MGG) et

d’autre part lors de I’analyse en cytométrie en flux.



1V. Préparation des échantillons

Les prélévements de moelle osseuse, de moelles normales ou de patients (complétés a
6 ml avec du tampon PBS) sont déposés soigneusement sur 3 ml de milieu de séparation des
lymphocytes (Ficoll). Le tout est centrifugé a 1800 tours/minutes pendant 20 minutes. Les
cellules mononucléées forment un anneau dans le gradient de densité.
Apres avoir récupéré les cellules mononucléées, deux lavages en tampon PBS sont réalisés.
Une numération des cellules est effectuée afin de définir le nombre exact de cellules par tube

lors du marquage immunophénotypique.

V. Cytométrie en flux

A. Réactifs

Différents anticorps monoclonaux ont ét¢ utilisés pour marquer les plasmocytes. Pour le
marquage de surface 1’anticorps anti-CD38 (HB7), anti-CD28 (L293), anti-CD56
(NCAM16.2) et les isotypes controle proviennent de chez BD Biosciences (San Jose, CA,
USA). Les anticorps anti-CD138 (B-B4), anti-CD45 (J33) et I’anti-CD19 (J4.119)
proviennent de chez Beckman Coulter (Miami, F, USA).

Pour le marquage intra-cellulaire, 1’anticorps anti-BcI2-FITC provient de chez DAKO
(Glostrup, Denmark), ’anticorps anti-Mcl-1-PE et anti-BrdU-FITC (3D4) proviennent de
chez BD Biosciences (San Jose, CA, USA).

Le kit de perméabilisation (Intraprep : réactif 1 et réactif 2) provient de chez Beckman Coulter

(Miami, F, USA).



B. Marquage de surface

Pour le quadruple marquage, 0,5 a 1 million de cellules mononucléées sont marquées
avec une concentration optimale de quatre anticorps par test. Les cellules sont incubées en
présence des anticorps pendant 20 minutes a température ambiante en présence de sérum AB
10%, qui permet de réduire le marquage non spécifique. Les cellules sont ensuite lavées deux
fois en PBS et fixées en formaldéhyde 1%.

Le marquage de surface consiste en une incubation avec 1’anti-CD45-FITC, 1’anti-CD138-
PECyS5, I’anti-CD38-APC. A ces 3 anticorps présents dans tous les tubes, un de ces anticorps
suivants est rajouté : contréle PE, P’anti-CD19-PE, I’anti-CD28-PE ou [’anti-CD56-PE
(Tableau III).

Afin de déterminer le niveau de fluorescence du CD45-FITC des plasmocytes et de distinguer
les sous-populations plasmocytaires en fonction de I’expression du CD45, les cellules
mononucléées sont incubées en présence du contrdle-FITC, 1’anti-CD38-APC, 1’anti-CD45-

PECyS5 et I’anti-CD138-PE (Tableau III).

C. Marquage intracellulaire
Dans un premier temps, 0,5 a 1 million de cellules mononucléées sont marquées en
surface pendant 20 minutes en présence d’anti-CD38-APC, anti-CD138-PE, anti-CD45-PC5
pour Bcl-2 et anti-CD38-APC, anti-CD138-PCS5, anti-CD45-FITC pour Mcl-1 (Tableau IV).
Dans un deuxiéme temps, aprés un lavage en tampon PBS, les cellules sont fixées en présence
de 100 pl de réactif 1 pendant 15 minutes puis perméabilisées en présence de 100 ul de réactif
2. Enfin, un marquage par D’anticorps anti-Bcl-2 et anti-Mcl-1 est réalis¢é (20 minutes a

température ambiante).



D. Marquage de la phase S du cycle cellulaire

Un million de cellules mononucléées sont incubées pendant une nuit, a 37°C dans du
milieu de culture RPMI, avec ou sans (pour le contréle) 50 pumole/litre de BrdU (5-bromo-2’-
deoxyuridine, Sigma). Les cellules sont ensuite lavées en PBS et un marquage membranaire,
avec de I’anti-CD45-APC, anti-CD138-PECyS5 et CD38-PE, est réalis¢ dans les conditions
décrites précédemment (Tableau IV). Aprés deux lavages en PBS, les cellules sont
perméabilisées pendant au moins une nuit dans du PBS contenant 0,01 % de Tween et 1% de
paraformaldéhyde a raison de 500 pl par million de cellules. Les cellules sont ensuite
incubées, apreés deux lavages, pendant 30 minutes a 37°C en présence de 50 Kunitz de Dnase
(Sigma). Apres digestion par la DNase, les cellules sont lavées dans 0,5 % de PBS Tween 20
et marquées par I’anticorps anti-BrdU-FITC pendant 30 minutes a température ambiante.

Enfin, aprés un lavage en PBS 0,5 % tween 20, ’analyse est réalisée.

PE APC PC5 FITC

controle CD 38 CD 138 CD 45

CD 19 " " "

CD 56 " " "

CD 28 " " "

APO2.7 " " "

CD 138 CD 38 CD 45 controle

Tableau III : Combinaison d’anticorps monoclonaux pour un phénotypage membranaire des plasmocytes
normaux (moelles osseuses normales et amygdales) et de MM.

Le marquage se fait en quatre couleurs : FITC (FL1), PE (FL2), PC5 (FL3), APC (FL4). L’anti-CD38, anti-
CD138 et anti-CD45 sont présents dans chaque tube.



APC PCS5 PE FITC
intracellulaire Bel-2 CD 38 CD 45 CD 138 Bel-2
intracellulaire Bcl-2 " " " controle
intracellulaire Mcl-1 CD 38 CD 138 Mel-1 CD 45
intracellulaire Mcl-1 " " controle "

BrdU CD45 CD138 CD38 BrdU

Tableau I'V: Combinaison d’anticorps monoclonaux pour un phénotypage intracellulaire des plasmocytes
normaux (moelle osseuse et d’amygdales) et de MM.

Le marquage membranaire est réalisé¢ avant le marquage intra-cellulaire. Pour chaque marquage, un contrdle iso-
typique marqué a la PE ou & la FITC est réalisé afin de pouvoir calculer le ratio de moyenne d’intensité de
fluorescence.

E. Analyse en cytométrie en flux

1. Principe de la cytométrie en flux (CMF) :

La cytométrie en flux est une technique d’analyse et/ou de tri basée sur la mesure de

signaux lumineux émis par des cellules ou des organites isolés en solution aqueuse.



2. L’appareillage :

Le systéme analytique comporte le systéme fluidique et le systéme optique (Figure 6).
Les cellules en suspension dans une gaine liquide, arrivent dans une chambre d’analyse ou
elles sont interceptées par deux lasers (diode laser 635 nm, puis laser 488 nm), choisis en
fonction de la longueur d’onde d’excitation du ou des fluorochromes utilisés. La lumiere,
diffusée aux grands angles (Side Scatter, SSC), est fonction de la structure interne des cellules

tel que la granulosité, ou aux petits angles (Forward Scatter, FSC), est fonction de la taille
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des cellules. Cette lumiere est récupérée soit sur une photodiode (FSC) soit par un
photomultiplicateur (SSC).

Pour les lumiéres de fluorescence émises, un jeu de miroirs dichroiques (DM) permet de
réfléchir et/ou de transmettre jusqu’a quatre fluorescences de longueurs d’onde différentes sur
quatre photomultiplicateurs différents : FL1 : isothiocyanate de fluorescéine (FITC); FL2 :
phycoérythrine (PE); FL3: PE-Cy5 (PC5); FL4: allophycocyanine (APC).
Enfin, le signal électrique est amplifié, converti en signal numérique et traité par le systeme

informatique.

3. Analyse des résultats :

Dans ce travail, 1’acquisition des résultats se fait sur le FACS-Calibur (Becton
Dickinson) équipé du logiciel CellQuest Pro (BD Biosciences ; San Jose, CA, USA). Afin
d’augmenter la sensibilité et la précision de 1’analyse, I’acquisition des résultats se fait en
deux étapes : dans la premicre étape, une acquisition sur un total de 7000 événements/tube est
réalisée. Dans la deuxiéme ¢€tape, I’acquisition se fait uniquement sur les plasmocytes
sélectionnés en fonction de leur SSC et de la positivité de I’antigéne CD38. Un minimum de
1000 plasmocytes est nécessaire pour 1’analyse.

Les plasmocytes sont identifiés grace a une stratégie de sélection par différentes régions
(Figure 7). La région R1 est définie selon I’expression positive de 1’antigéne CD38 associé a
un SSC typique des plasmocytes. La région R2 cible les cellules exprimant fortement
I’antigene CD38 contre 1’antigéne CD138 en excluant les événements contaminants. Etant
donnée la faible expression de I’antigéne CD138 dans les plasmocytes amygdaliens,
I’identification des plasmocytes ne s’est pas toujours faite sur cet antigéne. La troisiéme
région R3 est définie sur le cytogramme FSC/SSC afin d’¢éliminer les débris cellulaires ainsi

que les plasmocytes en apoptose dont I’expression de I’antigéne CDI138 est moindre.
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Nous avons aussi sélectionné deux sous-populations de plasmocytes en fonction du CD45. En
effet, la région R4 permet de définir une population de plasmocytes a faible SSC et un faible
ou une perte d’expression du CD45 alors que la région R5 permet de définir une population
de plasmocytes a fort SSC et une forte expression du CD45.

L’analyse du phénotype et de I’index de phase S est réalisée sur les deux sous-populations
CD45. On définit le niveau de positivité de chaque marqueur en calculant le ratio de la
moyenne d’intensité de fluorescence (RMIF). Ce ratio est obtenu en divisant la moyenne
d’intensité de fluorescence des différents antigénes étudiés avec la moyenne d’intensité de
fluorescence du contrdle approprié. Nous avons distingué trois niveaux de positivité : (+/-) :
ratio de fluorescence< 1.4, positif faible (+) : 1.4 < ratio de fluorescence < 10 ; positif (++) :

10 < ratio de fluorescence < 50 ; positif fort (+++) : ratio de fluorescence > 50.

F. Difficultés techniques du phénotypage des plasmocytes

L’immunophénotypage des plasmocytes a un intérét majeur pour distinguer les
plasmocytes normaux des plasmocytes myélomateux. Ceci nous permet de confirmer le
diagnostic des MGUS, faire le diagnostic différentiel entre leucémie a plasmocytes et
plasmocytose réactionnelle et d’évaluer la maladie résiduelle apres greffe.

Neéanmoins, des difficultés techniques peuvent apparaitrent lors d’un phénotypage des
plasmocytes. Ces difficultés sont en partie dues a I’impossibilité de congélation-décongélation
des plasmocytes, vue leur sensibilité au froid, ce qui limite le nombre de test possible. La
faible plasmocytose dans certains échantillons de moelle osseuse ou d’amygdale ou de sang
peut rendre difficile le réglage des compensations en quadruple marquage.

Le Tableau V résume le nombre maximal de plasmocytes analysés en fonction du

pourcentage des plasmocytes dans les cellules mononucléées, de la moelle osseuse de MM,
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d’amygdale et de moelle osseuse normale, et le nombre de cellules mononucléées nécessaire

par tube de marquage.

% CP des CMN Nombre CMN/tube Nombre max CP / analyse
Amygdale 0,48% 500 000 2400
MO normale 0,25% 1 000 000 1500
Sang 0,05% 3 000 000 1500
MM 1290 % 500 000 15 000

Tableau V : nombre de plasmocytes analysés en fonction du % de plasmocytes parmi les CMN.

CP : cellules plasmocytaires, CMN : cellules mononucléées, MO : moelle osseuse.

G. Etude statistique

Différents tests statistiques ont essentiellement été utilisés dans cette étude afin d’évaluer les
résultats. Le test de Willcoxon est utilis€ pour comparer les valeurs médianes. Le test de
FISHER est utilis¢é pour comparer les pourcentages. Le test de Spearman pour étudier la
corrélation entre différents parametres d’une méme population. Le seuil de signification a été
fixé a p < 0.05. L’analyse des résultats statistiques a été effectuée grace au logiciel STAT-

VIEW.
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1. Phénotypage des plasmocytes d’amygdales, de moelles osseuses
normales et de myélome multiple (MM)

Lors de cette ¢tude, afin de bien distinguer et de différencier les plasmocytes normaux
et malins, nous avons tout d’abord réalis¢ un phénotype des plasmocytes normaux
(amygdales, moelles osseuses normales) et de myélome multiple (MM).

Différents antigénes membranaires d’intérét nous ont permis de cibler d’une maniére
spécifique les plasmocytes de la moelle normale, les plasmocytes amygdaliens ou de MM.
Parmi ces antigénes d’intérét, nous avons retenu le CD38, le CD138, CD19 et le CD56. Un
marquage par Apo 2.7 nous a aussi permis d’évaluer le pourcentage de plasmocytes en
apoptose et d’¢éliminer ces plasmocytes de notre analyse.

L’expression d’un antigéne membranaire est variable selon qu’il s’agit de moelles normales,
d’amygdales ou de plasmocytes tumoraux (Harada et al., 1993). Du fait de cette variabilité, il
est nécessaire de tenir compte de 1’expression d’un antigene plutét qu'un autre en fonction de

la nature et du type de prélévement (amygdales, moelles normales, MM)

A). Phénotype des plasmocytes normaux.

Dans cette é¢tude, 8 échantillons de moelle osseuse provenant de sujets normaux et 9
amygdales provenant essentiellement de pieces d’amygdalectomie d’enfants ont été
phénotypées (Tableau VI). La médiane du pourcentage des plasmocytes normaux, dans les
amygdales ¢tudiées, est de 1,3 % (extréme 0,48-2,5) des cellules mononucléées. Sur les 9
amygdales étudiées, le phénotype de ces plasmocytes est homogene pour certains marqueurs
et hétérogeéne pour d’autres. En effet, ’expression de I’antigéne CD19 est constante, ainsi que
celle du CD38 et du CD45. L’expression du CD56 est nulle. Par contre, I’expression du

CD138 est faible.
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La médiane du pourcentage des plasmocytes dans les moelles normales étudiées est de 0,35%

(extréme 0,15-0,54) des cellules mononucléées. Le CD38 et le CD138 sont fortement

exprimés. Le CD19 est positif dans 80% des cas et le CD56 est négatif dans la majorité des

cas. Néanmoins une sous-population plasmocytaire inférieure a 20% peut 1’exprimer avec une

faible densité antigénique.

L’étude de I’expression du CD45 concorde avec la littérature (Bataille et al, 2003) ou il est
décrit une forte expression de cet antigéne dans les plasmocytes normaux. Dans la moelle
osseuse, on distingue deux compartiments CD45 : un compartiment majoritaire CD45 fort

(65% des plasmocytes) et un compartiment minoritaire CD45 faible a négatif (35% des

plasmocytes). Dans les amygdales, le compartiment CD45 fort est prédominant (95 a 100%).

Phénotype des plasmocytes

Donneurs sains % CP CD138 CD19 CD56 CD45
Moelles osseuses
MO1 0.13 ++ + - +++ (65)
MO2 0.15 ++ + - +++ (60)
MO3 0.3 +++ + - +++ (61)
MO4 0.54 +++ + - +++ (64)
MO5 0.27 ++ + - +++ (41)
MO6 0.49 ++ + - +++ (56)
MO7 0.35 ++ + - +++ (59)
MOS8 0.49 ++ + - +++ (55)
Amygdales
Al 2.5 +/- ++ - +++ (100)
A2 0.9 +/- ++ - +++ (100)
A3 1.5 - ++ - +++ (100)
A4 14 +/- ++ - +++ (100)
A5 1.3 - ++ - +++ (95)
A6 0.49 +/- + - +++ (100)
A7 0.48 + ++ - +++ (100)
A8 14 +/- ++ - +++ (100)
A9 1.1 + ++ - +++ (100)

Tableau VI : Phénotypage des plasmocytes normaux

L’intensité de fluorescence est définie : (+/-) : positive trés faible ; (+) : positive faible; (++): positive ; (+++):
positive fort. CP : cellule plasmocytaire ; MO : moelle osseuse ; A : amygdale. Pour I’antigéne CD45, le % de la

population positive est indiqué.
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B). Phénotype des plasmocytes myélomateux.

Dans cette étude, nous avons eu 1’occasion de phénotyper des plasmocytes de
quarante- cinq prélévements provenant de patients atteints de MM (Tableau VII).
Nous avons €tudié en premier lieu I’expression des antigénes connus comme exprimés ou pas
dans le MM, ceci dans le but de s’assurer de la malignité des plasmocytes étudiés. Nous nous
sommes, donc, intéressés plus particulierement a I’expression du CD138, CD38, CD19 et du
CD56.
Les résultats du phénotypage concorde avec ceux décrits dans la littérature (Harada et al.,
1993). Tous les MM expriment fortement les antigéenes CD138 et CD38.
L’avantage d’associer le marquage CD138 et CD38 pour I’étude des autres antigénes, en
quadruple marquage, nous permet d’une part d’identifier les plasmocytes dans les différents
prélevements de MM et d’autre part d’étudier I’expression d’un antigéne d’intérét en fonction,
éventuellement, des compartiments CD45.
En ce qui concerne I’expression du CD19, nos résultats montrent que cet antigéne n’est pas
exprimé. Cependant, dans 36 % des cas, une petite sous-population CD19 positive, inférieure
a 11% des plasmocytes, est observée. Quant au CD56, 74 % des patients ont une expression
¢levée. Ces deux antigénes, CD19 et CD56 nous permettent de distinguer les plasmocytes

normaux des plasmocytes malins.

Un marquage par Apo 2.7, réalisé sur la majorité des prélévements, nous a permis d’étudier le

% d’apoptose dans nos prélévements et d’éliminer, éventuellement, ces plasmocytes
pop p p y

apoptotiques de notre analyse.
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Diagnostic Phénotype des plasmocytes

ou
MM Rechute %CP %Apo2.7 CD138 CD38 CD19 CD56 CD45f/CD45F

1 D 6 4 +++ +++ - ++ 66/34
2 D 45 7 +++ +++ - - 94/6

3 D 19 7 +++ +++ - +++ 91/9

4 D 66 28 +++ +++ - - 97/3

5 D 2.5 nd +++ +++ - + 85/15
6 D 1 3 +++ +++ + (9 - 57/43
7 D 26 2 +++ +++ - ++ 82/18
8 D 1.2 9 +++ +++ - - 58/42
9 D 12 4 +++ +++ - ++ 70/30
10 D 0.4 11 +++ +++ + (1) + (83) 82/18
11 D 17 60 +++ +++ - ++ 90/10
12 D 26 nd +++ +++ - ++ 93/7

13 D 34 1 +++ +++ - ++ 98/2

14 D 37 37 +++ +++ - ++ 84/16
15 D 37 0 +++ +++ - + 75/25
16 D 4 2 +++ +++ - ++ (20) 71/29
17 D 2 5 +++ +++ + (10) + (10) 55/45
18 D 9 nd +++ +++ - ++ 81/19
19 D 44 80 +++ +++ - - 87/13
20 D 32 1 +++ +++ - + 76/24
21 D 10 nd +++ +++ nd nd 98/2

22 D 9 nd +++ +++ nd nd nd

23 D 40 nd +++ +++ nd nd nd

24 D 85 7 +++ +++ - ++ 100

25 D 12 6 +++ +++ - ++ 100

26 R 14 2 +++ +++ - - 83/17
27 R 1.8 9 +++ +++ + (11) ++ 69/31
28 R 76 nd +++ +++ - ++ 60/30
29 R 12 5 +++ +++ - - 78/22
30 R 83 5 +++ +++ - - 99/1
31 R 0.1 4 +++ +++ - + 72/28
32 R 70 nd +++ +++ - ++ 96/4
33 R 4.5 4 +++ +++ - +++ 91/9
34 R 17 nd +++ +++ - ++ 66/33
35 R 14 nd +++ +++ - ++ 91/9
36 R 18 nd +++ +++ - nd 80/20
37 R 78 nd +++ +++ - ++ (6,4) 98/2
38 R 8 nd +++ +++ - - 67/33
39 R 38 nd +++ +++ - + 91/9
40 R 88 3 +++ +++ - ++ 100
41 R 10 3 +++ +++ - - 95/5
42 R 23 8 +++ +++ - - 92/8
43 R 16 6 +++ +++ - ++ 92/8
44 R 38 1,5 +++ +++ - +++ 99/1
45 R 87 2 +++ +++ - nd 72/28

Tableau VII : Phénotypage des plasmocytes de 45 MM

D : diagnostic ; R : rechute. L’intensité de fluorescence est définie : + : positive faible ; ++ : positive ; +++ : positive
fort. CP: cellule plasmocytaire ; MO : moelle osseuse; A : amygdale; nd: non détérminé. Lorsque des sous-
populations positives et négatives sont trouvées, le % de la population positive est indiqué. L’intensité de fluorescence
est définie: (+/-): positive trés faible; (+): positive faible; (++): positive; (+++) positive fort.
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En ce qui concerne I’expression de I’antigéne CD45, nous avons observé une répartition
opposée a celle observée dans la moelle normale. En effet, nous avons distingué deux sous-
populations : une sous-population majoritaire a faible expression ou ne I’exprimant pas
(CD45f) (83% des plasmocytes) et une sous-population minoritaire a forte expression
(CDA45F) (17% des plasmocytes).

Le Tableau VII résume les résultats de I’immunophénotypage obtenus chez les patients.

II. Etude de la prolifération plasmocytaire dans les compartiments
CD45.

A. Etude de la prolifération dans les plasmocytes normaux en fonction des sous-

populations CD45.

Afin de pouvoir aborder, par la suite dans cette étude, I’éventuelle implication des
protéines anti-apoptotique Mcl-1 et Bcl-2 dans la prolifération plasmocytaire, nous avons
commencé par étudier la prolifération dans les plasmocytes normaux de la moelle osseuse et
des amygdales en fonction des compartiments CD45.

L’index de phase S (labeling index : LI) correspond au pourcentage des plasmocytes présents
en phase S du cycle cellulaire. Ces plasmocytes sont donc proliférants.
L’index de phase S a ét¢ étudi¢ en fonction des deux compartiments CD45F et CD45f

(Tableau VIII, Figure 8).
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% LI %

Donneurs sains CD45f/CD45F CD45f/CD45F

Moelle osseuse
MO1 35/65 3.2/39
MO2 58/41 4.0/31
MO3 36/61 12/22
MO4 33/64 3.0/18
MO5 56/41 8.0/22
MO6 49/51 4.1/19
MO7 40/59 8.0/38
MOS8 44/55 1.5/18

Amygdale
Al 100 ND
A2 100 5.3
A3 100 10.5
A4 100 15.2
A5 95 8.9
A6 100 11.5
A7 100 4.43
A8 100 ND
A9 100 ND

Tableau VIII : Pourcentage des plasmocytes normaux en phase S dans les deux compartiments CD45
(faible et Fort).

LI (Labeling index) : index de phase S. MO : moelle osseuse ; A : amygdale
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Figure 8 : Etude de la prolifération des plasmocytes normaux de 8 moelles osseuses dans les
compartiments CD45.

[1lustration de la répartition autour de la médiane des plasmocytes en phase S dans les compartiments CD45
(CDA45 faible et CD4S5 fort). Labeling index : index de phase S.



Les résultats du tableau VIII et de la figure 8 montrent que dans la moelle osseuse le
compartiment CD45 Fort (65% des plasmocytes) est trés proliférant (LI : médiane=22,
extréme 18-39) comparé au compartiment CD45 faible (35% des plasmocytes) qui est
beaucoup moins proliférant (LI : médiane=4, extréme 1,5-12). Etant donné que, dans les
amygdales, le compartiment CD45 Fort est prédominant (95 a 100% des plasmocytes), la
prolifération reste élevée (LI : médiane=10, extréme 4,4-15,2).

Aux vues de ces résultats, il est évident que dans les plasmocytes normaux, la prolifération
est associée a I’expression du CD45. En effet, le compartiment CD45 Fort est

significativement plus proliférant que le compartiment CD45 faible (p=0,024).

2). Etude de la prolifération cellulaire dans les plasmocytes de MM en fonction des

compartiments CD45.

Nous avons étudié, comme dans les plasmocytes normaux, la prolifération dans les
compartiments CD45 de 16 MM. L’index de phase S a donc ¢été déterminé dans les
plasmocytes CD45 faible et CD45 Fort.

Dans le MM, il est aussi décrit deux sous-populations CD45. Contrairement a la moelle

normale, la sous-population CD45 faible est majoritaire.
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Figure 9 : Etude de la prolifération des plasmocytes de 16 MM dans les compartiments CD45.

[1lustration de la répartition autour de la médiane des plasmocytes en phase S dans les compartiments CD45
(CD45 faible et CD4S5 fort). Labeling index : index de phase S.

Les résultats du Tableau IX et de la Figure 9 montrent, comme pour les plasmocytes
normaux, que dans le MM le compartiment CD45 Fort, population minoritaire (20% des
plasmocytes), est significativement plus proliférant (LI : médiane=6,3 ; extréme 1,2-20)
que le compartiment CD45 faible, majoritaire (80% des plasmocytes) (LI : médiane=0,9 ;

extréme 0-4,1) (p<0,0001).

LI (MO normale) LI (Amygdale) LI (MM)
CD4S5 faible 4 (1,5-12) 0,9 (0-4,1)
p=0,024 p<0,0001
CD45 Fort 22 (18-39) 10 (4,4-15,2) 6,3 (1,2-20)

Tableau IX: Etude de la prolifération dans les compartiments CD45.

Comparaison des médianes de I’index de phase S (LI: labeling index) dans les plasmocyte normaux (moelle
osseuse normale et amygdale) et de MM en fonction des compartiments CD45 (faible et Fort).
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IIl. Etude de I’expression des protéines Mcl-1 et Bcl-2

Dans ce travail nous avons ¢étudi¢ en parallele I’expression des protéines anti-
apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2 dans les plasmocytes normaux et tumoraux ainsi que leurs

corrélations avec d’autres parametres.

A. PLASMOCYTES NORMAUX

Notre démarche a été : 1) d’étudier et de comparer les résultats de I’expression des deux
protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2, ii) d’étudier cette expression dans les
compartiments CD45, et enfin, iii) d’étudier leur implication dans la prolifération en fonction
des compartiments CD45.

1. Expression des protéines Mcl-1 et Bcel-2.

Nous avons ¢étudié en cytométrie en flux, en quadruple marquage, I’expression des
protéines Mcl-1 et Bcl-2. La valeur de Mcl-1 et de Bcl-2 est exprimée en ratio de moyenne
d’intensité de fluorescence (RMIF). Ce ratio correspond a la moyenne de fluorescence de
chaque protéine divisée par la moyenne de fluorescence du contrdle. Tous les plasmocytes de
la moelle osseuse et d’amygdales expriment ces deux protéines a différents degrés (Tableau
XI).

La médiane commune du ratio de la moyenne d’intensité¢ de fluorescence (RMIF) de Mcl-1
d’amygdale et de moelle normale est de 9,8 (extréme 5,2 - 34) et celle de Bcl-2 est de 3,6
(extréme 1,2 - 10). Lorsque 1’on compare le RMIF des protéines Mcl-1 et de Bcl-2, dans les
plasmocytes normaux (moelle osseuse et amygdale), a la valeur médiane on constate que pour
la protéine Mcl-1 les valeurs amygdaliennes sont significativement supérieures aux valeurs de

la moelle osseuse : (médiane 18,2 ; extréme 8,9-34) contre (8,9 ; extréme 5,2-13) (p = 0,015).
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Pour la protéine Bcl-2 I’inverse est observé c'est-a-dire que les valeurs amygdaliennes sont
significativement inféricures a celles de la moelle osseuse normale : (médiane 2,9 ; extréme

1,2-3,6) contre (médiane 5,2 ; extréme 3,1-13) (p < 0,0001) (Tableau X).

Mcl-1 Bcl-2
MO normale 8,9 (5,2-13) 5,2 (3,1-13)
p=0,015 p<0,0001
Amygdale 18,2 (8,9-34) 2,9 (1,2-3,6)

Tableau X : Etude de I’expression de Mcl-1 et Bel-2 dans les plasmocytes de moelles osseuses normales et
des amygdales.

Comparaison des médianes des RMIF des valeurs amygdaliennes et les valeurs de la moelle osseuse.

RMIF

Donneurs sains % PC Mecl-1 Bcel-2

Moelle osseuse
MO1 0.15 13 6.2
MO2 0.28 5.2 7.2
MO3 0.30 6.8 4
MO4 0.54 8.8 53
MO5 0.27 8.9 4.9
MO6 0.49 9.8 5.8
MO7 0.35 8.6 5.1
MOS8 0.49 9.8 10

Amygdale
Al 2.5 34 34
A2 0.9 16.9 29
A3 1.5 11.3 2.1
A4 1.4 19.6 2.4
A5 1.3 9.7 1.2
A6 0.49 8.9 3.6
A7 0.48 28 2.8
A8 1.4 16 3
A9 1.1 26 29

Tableau XI : Expression des protéines Mcl-1 et de Bel-2 dans les plasmocytes normaux.

MO : moelle osseuse ; A : amygdale ; RMIF : ratio de la moyenne d’intensité de fluorescence. PC : plasmocytes.
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Lors d’un processus normal de différenciation plasmocytaire, le plasmocyte de I’amygdale
est plus immature que le plasmocyte de la moelle osseuse. On peut donc conclure que la
maturation des plasmocytes normaux (d’amygdales vers la moelle osseuse) s’accompagne
d’une augmentation significative de I’expression de Bcl-2 et d’une diminution significative de

Mcl-1.

2). Etude de ’expression des protéines Mcl-1 et Bel-2 dans les compartiments CD45.

Nous avons étudi¢ 1’expression des protéines Mcl-1 et Bel-2 en fonction du CD45. En
effet, nous avons distingué¢ deux sous-populations de plasmocytes dans la moelle osseuse :
une sous-population CD45 faible, voire négatif (CD45f), et une sous-population CD45 Fort
(CDA45F). Dans les amygdales, seule une sous-population CD45 Fort est majoritairement
observée (Tableau XIII).

L’¢étude du RMIF de Mcl-1 dans les sous-populations CD45 de plasmocytes normaux de la
moelle osseuse, montre une expression identique de cette protéine dans les deux
compartiments CD45 Fort et CD45 faible (la valeur médiane : 9,2 ; extréme 5,8-14 contre la
valeur médiane : 8,9 ; extréme 4,6-12) mais les valeurs les plus ¢élevées sont
significativement observées dans le compartiment CD45 Fort (p=0,05) (Figure 10 ; Tableau
XII).

Quant au RMIF de Bcl-2 dans les sous-populations CD45, il est significativement ¢levé dans
le compartiment CD45 faible et bas dans le compartiment CD45 Fort (la valeur médiane :
7,1 ; extréme 4,9-13 contre la valeur médiane : 4 ; extréme 3,1-7) (p<0,008) (Figure 11 ;

Tableau XII). L expression des protéines Mcl-1 et Bcl-2 est donc antinomique.
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Mcl-1 Bcl-2
CD45 faible 8,9 (4,9-12) 7,1 (4,9-13)
p=0,05 p<0,008
CD45 Fort 9,2 (5,8-14) 43,1-7)

Tableau XII : Etude de I’expression de Mcl-1 et Bcl-2 dans les compartiments CD45 de plasmocytes
normaux de la moelle osseuse.

Comparaison des médianes des RMIF des valeurs de Mcl-1 et Bcl - 2 dans les compartiments CD45 faible et

CD45 Fort.

% Mecl-1 Bel-2

Donneurs sains CD45f/CD45F CD45f/CD45F CD45f/CD45F
Moelle osseuse

MO1 35/65 12/14 8,3/4,2

MO2 58/41 4,6/5,8 9,5/4,2

MO3 36/61 6,9/6,8 4,9/3,1

MO4 33/64 8/9,6 6,8/3,9

MO5 56/41 8,9/8,9 5,9/3,9

MO6 49/51 10/9,5 7,4/4,3

MO7 40/59 8,9/8,4 6,4/3,9

MOS8 44/55 10,1/9,6 13/7
Amygdale

Al 100 34,1 3,44

A2 100 16,9 2,9

A3 100 11,3 2,1

A4 100 19,6 2.4

A5 95 9,7 1,2

A6 100 8,9 3,6

A7 100 28 2.8

A8 100 16 3

A9 100 28 29

Tableau XIII : Expression de Mcl-1 et de Bel-2 dans les plasmocytes normaux en fonction du CD4S5.

MO : moelle osseuse normale ; A : amygdale. Le pourcentage des deux populations CD45 faible (CD45f) et
CD45 Fort (CD45F) est exprimé. L’expression de Mcl-1 et de Bcl-2 dans les deux populations CD45 est
exprimée en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence.
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Figure 10 : Etude de I’expression de la protéine Mcl-1 en fonction des compartiments CD45 dans les
plasmocytes normaux de 8 moelles osseuses normales.

Illustration de la répartition autour de la médiane des valeurs du RMIF de Mcl -1 dans les compartiments CD45
(CD45 faible et CD45 fort).
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Figure 11 : Etude de I’expression de la protéine Bcl-2 en fonction des compartiments CD45 dans les
plasmocytes normaux de 8 moelles osseuses normales.

[lustration de la répartition autour de la médiane des valeurs du RMIF de Bcl-2 dans les compartiments CD45
(CD45 faible et CD4S5 fort).
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3). Etude des corrélations entre I’expression des protéines Mcl-1, Bel-2 et la prolifération.

Nous nous sommes intéressés a 1I’implication des protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et
Bcl-2 dans la prolifération des plasmocytes normaux de la moelle osseuse.
L’étude statistique des corrélations entre le RMIF de Mcl-1 dans les plasmocytes normaux de
la moelle osseuse et de I’index de phase S (LI), montre une absence de corrélation
significative entre ces deux parametres (r=0,12 ; p=0, 64 ; n=16) (Tableau XIV).
Cependant, la méme étude statistique pour Bel-2 montre une corrélation inverse significative
entre la prolifération (LI) et le RMIF de Bcl-2. C'est-a-dire que plus le taux de Bcl-2 est bas
plus le pourcentage de cellules en cycle est élevé (r =-0,83 ; p = 0,001 ; n = 16) (Tableau

XIV ; Figure 12).

% r=-0,83,p=20,001,n=16
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Figure 12 : Etude de la corrélation entre ’expression de la protéine Bcl-2 et ’index de phase S dans les
plasmocytes normaux de la moelle osseuse.

r= coefficient de corrélation, n= nombre d’échantillons.

(LD
r p n
Mcl-1 0,12 0,64 16
Bel-2 -0,83 0,001 16

Tableau XIV : Etude des corrélations entre I’expression de Mcl-1 ou Bcl-2 et la prolifération (labelling index LI)
dans les plasmocytes normaux de la moelle osseuse. r= coefficient de corrélation, n= nombre d’échantillons.
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B. PLASMOCYTES DE MYELOME MULTIPLE (MM)

1. Expression des protéines Mcl-1 et Bel-2.

Les résultats obtenus dans les plasmocytes normaux montrent que 1’expression des
protéines Mcl-1 et Bcl-2, dans la moelle osseuse normale et les amygdales, est antinomique. En
effet, Mcl-1 est plus exprimé dans les amygdales que dans la moelle osseuse alors que Bcl-2
est plus élevé dans la moelle osseuse.

L’étude des corrélations entre I’expression de Bcl-2 et Mcl-1 et la prolifération, n’a pas montré
de corrélation significative entre Mcl-1 et I’index de phase S dans les plasmocytes normaux
contrairement a Bcl-2 ou une corrélation inverse significative a été démontrée. Cependant, la
protéine Mcl-1 est plus exprimée dans les compartiments les plus proliférants, CD45 Fort dans
la moelle osseuse et les plasmocytes amygdaliens qui sont tous CD45 Fort, a I’inverse, la
protéine Bcl-2 est plus exprimée dans les compartiments les moins proliférants, CD45 faible.
Afin d’évaluer I’expression de Mcl-1 et de Bcl-2 dans le MM, nous avons exploré quarante
cinq prélévements de patients atteints de MM et distingué deux groupes majeurs : le groupe de
25 patients au diagnostic et le groupe de 20 patients en rechute. Chez ces patients, nous avons :
1) étudié I’expression des deux protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2 ii) comparé cette
expression dans les rechutes et les diagnostics iii) étudié les corrélations éventuelles entre ces
deux protéines et d’autres parameétres tels que la prolifération et I’expression du CD45 (Figure
13).

Nos résultats montrent que I’expression des protéines Mcl-1 dans les plasmocytes de MM est
significativement supérieure a celle retrouvée dans les plasmocytes normaux de la moelle
osseuse. En effet, la médiane est de 14,1 (extréme 5,2-27) dans les MM contre une médiane

de 8,8 (extréme 5,2-13) dans les plasmocytes normaux (p= 0,024) (Tableau XV).
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En revanche, I’expression de la protéine Bcl-2 est identique dans les plasmocytes normaux de
la moelle osseuse et de MM. En effet, la médiane des valeurs de Bcl-2 dans les plasmocytes de
MM est de 7,3 (extréme 2,7-21) contre une médiane de 5,5 (extréme 4-10) dans les

plasmocytes de la moelle osseuse normale (p= 0,25) (Tableau XV).

Mecl-1 Bcl-2
Plasmocytes normaux de MO 8,8 (5,2-13) 5,5 (4-10)
p=0,024 p=0,25
Plasmocytes de MM 14,1 (5,2-27) 7,3 (2,7-21)

Tableau XV : Comparaison des médianes du RMIF des valeurs de Mcl-1 et de Bcl-2 dans les plasmocytes
normaux de 8 moelle osseuse (MO) et de 45 MM.

Afin de pouvoir comparer 1’expression des protéines Mcl-1 et Bcl-2 dans les
plasmocytes de MM, nous avons défini, a partir des valeurs de la moelle normale, des valeurs
anormalement élevées. Ces valeurs élevées de Mcl-1 et Bcl-2 sont calculées a deux écarts-
types au-dessus de la moyenne.

La moyenne est calculée a partir des ratios de moyenne d’intensité de fluorescence de Mcl-1
ou de Bcl-2, dans les plasmocytes des moelles normales. Nous avons donc défini pour Mcl-1
une valeur anormalement élevée supérieure a 13,4 (8,86+4,54) et celle de Bel-2 supérieure a

9,7 (6+3,7).
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Figure 13 : Cytogrammes de I’expression des protéines Mcl-1 et Bcl2 dans les compartiments CD45.
Deux populations, en fonction de I’expression du CD45, ont été sélectionnées. R4 : plasmocytes a faible SSC et a

CD45 faible, RS : plasmocytes a fort SSC et a CD45 Fort. Les cytogrammes d’expression de Mcl-1 et Bcl-2 sont en
fonction de R4 et RS.
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a. Mcl-1

La limite supérieure aux valeurs normales de Mcl-1 a ¢té définie a 13,4. Tout RMIF
supérieur a 13,4 est considéré comme anormalement €élevé par rapport a la moelle normale.
Nos résultats montrent que le pourcentage d’expression anormale de Mcl-1 dans les plasmocytes
de MM est variable selon le stade de la maladie et augmente avec la progression de la maladie
(Tableau XVI et XVII). En effet, le RMIF de Mcl-1 dans les plasmocytes de patients en rechute
montre que 70% (14 /20) des patients ont des valeurs anormalement élevées de Mcl-1 par rapport a

la moelle osseuse normale contre 36% (9/25) des patients au diagnostic (p=0,032) (Figure 14).

b. Bel-2

Parallélement a Mcl-1, nous avons étudié 1’expression de la protéine Bcl-2 dans les
MM. Une limite supérieure aux valeurs normales de Bcl-2, égale a 9,7 a été définie. Toute
valeur de RMIF supérieure a 9,7 est considérée comme élevée.
Contrairement a Mcl-1, nos résultats ne donnent pas de différence significative entre les RMIF
de patients au diagnostic et les RMIF de patients en rechute : 28% (7/25) au diagnostic contre

39% (7/18) en rechute (p=0,52) (Figure 14).

Mcl-1> 134 Bcl-2 > 9,7
MM au diagnostic (n=25) 36% (9/25) 28%  (7/25)
p=0,03 p=0,52
MM en rechute (n=20) 70% (14/20) 39% (7/18)

Tableau XVI : Etude de I’expression de Mcl-1 et Bcl-2 au diagnostic et en rechute dans 45 MM.
Comparaison du pourcentage des valeurs de Mcl-1 ou de Bcl-2 anormales au diagnostic et en rechute. Mcl-1>13,4 : valeur

limite de Mcl-1 anormalement élevée ; Bcl-2> 9,7 : valeur limite de Bcl-2 anormalement élevés. n= nombre d’échantillons.
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Il est évident, aux vues des résultats obtenus précédemment, que I’expression de Mcl-1
augmente avec la progression de la maladie. La rechute, aprés échec de traitement,
s’accompagne de 1’augmentation de cette protéine, alors que la protéine Bcl-2 ne semble pas

augmentée.

B Mcl-1
O Bel-2

60—

%

30—

DIAGNOS TIC RECHUTE

Figure 14 : Histogramme de I’expression des protéines Mcl-1 et Bcl-2 dans les MM au diagnostic et en
rechute.

Le RMIF de Mcl-1 > 13,4 : 36% au diagnostic contre 70% en rechute (en jaune). Le RMIF de Bcl-2 > 9,7 : 28%
au diagnostic contre 39% en rechute (en vert).
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Diagnostic RMIF

ou

MM Rechute %PC %Apo2.7 Mcl-1 Bcel-2
1 D 6 4 22.4 31
2 D 45 7 8.2 3.5
3 D 19 7 13 16
4 D 66 28 14.5 7.2
5 D 2.5 ND 10.9 10
6 D 1 3 11.9 12
7 D 26 2 11.7 6.8
8 D 1.2 9 11.1 12.5
9 D 12 4 18.6 6.1
10 D 0.4 11 10.8 11.5
11 D 17 60 124 4.4
12 D 26 ND 8.2 2.7
13 D 34 1 5.8 4
14 D 37 37 15.2 6.4
15 D 37 0 9.8 8.8
16 D 4 2 15.6 8.8
17 D 2 5 17.6 7.3
18 D 9 ND 7.9 29
19 D 44 80 16.1 14.7
20 D 32 1 19.3 9.7
21 D 10 ND 22 8.8
22 D 9 ND 5.2 7.4
23 D 40 ND 9.2 11.6
24 D 85 7 9.7 3.6
25 D 12 6 13.2 6.2
26 R 14 2 19.1 21
27 R 1.8 9 27 4.7
28 R 76 ND 14.1 5.7
29 R 12 5 7.3 9
30 R 83 5 16.3 134
31 R 0.1 4 10 15
32 R 70 ND 14.5 20
33 R 4.5 ND 21 35
34 R 17 ND 14.7 9
35 R 14 ND 20.6 ND
36 R 18 ND 18.3 12.3
37 R 78 ND 23.5 13
38 R 8 ND 15 104
39 R 38 ND 14.2 9
40 R 88 3 12.8 3.1
41 R 10 3 124 6
42 R 23 8 7.5 2.8
43 R 16 6 16 6,5
44 R 38 1,5 16.4 6.6
45 R 87 2 7 5.8

Tableau XVII : Expression de Mcl-1 et de Bcl-2 chez 45 MM.

Les résultats sont exprimés en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence. D : diagnostic ; R : rechute ; PC : plasmocytes ; RMIF :
ratio de moyenne d’intensité de fluorescence, ND : non déterminé.
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2). Etude de ’expression de Mcl-1 et Bcl-2 dans les compartiments CD45.

Nous nous somme intéressés, comme dans les plasmocytes normaux, a I’expression
des protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2, dans les compartiments CD45 Fort et CD45
faible de 25 prélevements de MM (Tableau XX).

Le RMIF de Mcl-1 dans les sous-populations CD45 de plasmocytes de MM, montre
une expression significativement plus élevée de cette protéine dans le compartiment CD45 Fort
(p=0,05) (Figurel5). En effet, la médiane du ratio de moyenne d’intensité de fluorescence de
Mcl-1 dans le compartiment CD45F est de 18,9 ; (extréme 4,6-44) contre 12,2 ; (extréme 5,2-
28) dans le compartiment CD45f (Tableau XVIII).

Quant a I’étude de I’expression de Bcl-2 dans les sous-populations CD45 , elle montre une
expression identique dans les deux compartiments, CD45 Fort et CD45 faible : médiane 6,1 ;
extréeme 2,7-20 contre médiane : 7,1 ; extréme 2,4-11,8 (p= 0,08) (Figure 16) (Tableau
XVIII).

Lorsque nous avons comparé 1’expression des protéines Mcl-1 et Bcl-2 dans les plasmocytes
CD45 faible de la moelle osseuse normale, nous n’avons pas observé de différence
significative de I’expression de ces deux protéines dans les plasmocytes normaux et tumoraux
(p=0,11 pour Mcl-1 et p=I pour Bcl-2). En revanche, dans le compartiment CD45 Fort, la
méme comparaison montre une différence significative de I’expression de Mcl-1 et de Bcl-2
dans les plasmocytes normaux et tumoraux (Tableau X VIII).

En effet, ’expression de Mcl-1 dans le compartiment CD45 Fort des plasmocytes
my¢lomateux est significativement supérieure a celle des plasmocytes normaux (médiane
18,9 (4,6-44) contre une médiane de 9,2 (5,8-14)) (p=0,017). L’expression de Bcl-2 est aussi
significativement augmentée dans le compartiment CD45 Fort tumoral (médiane 6,1 (2,7-20)
dans les plasmocytes tumoraux contre une médiane de 4 (3,1-7) dans les plasmocytes

normaux (p= 0,017).
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Aux vues de ces derniers résultats, on constate une forte expression des protéines Mcl-1 et

Bcl-2 dans le compartiment CD45 Fort des plasmocytes tumoraux. L’expression de ces deux

protéines anti-apoptotiques dans les MM semble aberrante dans le compartiment le plus

proliférant.
Mcl-1 Bcl-2
PC MO normale PC MM PC MO normale PC MM
CD45 f| 8,9 (4,6-12) p=0,11 12,2 (5,2-28) 7,1 (4,9-13) p=I 7,1(2,7-20)
p=0,06 _p=0.05 p<0.,008 p=0,08
CD45 F| 9,2 (5,8-14) p=0,017 18,9 (4,6-44) 4 3,1-7) p=0,017 6,1(2,3-11,8)

Tableau XVIII : Etude de ’expression des protéines Mcl-1 et Bel-2 dans les compartiments CD45.

Comparaison des médianes d’expression de Mcl-1 et de Bcl-2 en fonction des compartiments CD45 des plasmocytes

de moelle osseuse normale (n=8) et de MM (n=25). PC : plasmocytes, MO : moelle osseuse.
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Figure 15 : Etude de ’expression de Mcl-1 dans les compartiments CD45 de 25 MM.
[lustration de la répartition autour de la médiane des RMIF de la protéine Mcl-1 dans les MM dans les

compartiments CD45 faible et CD45 Fort.
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Figure 16 : Etude de I’expression de Bcl-2 dans les compartiments CD45 de 25 MM.

[lustration de la répartition autour de la médiane des RMIF de la protéine Mcl-1 dans les MM dans les
compartiments CD45 faible et CD45 Fort.
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3). Etude de la corrélation entre la prolifération et les protéines anti-apoptotiques Mcl-1

et Bel-2.

Nous avons abordé cette étude en deux étapes. Nous nous sommes intéressés a 1’étude
de I'implication des protéines Mcl-1 et Bcl-2 dans la prolifération cellulaire des plasmocytes
de MM, diagnostic et rechute confondus.

En ce qui concerne la protéine Mcl-1, I’étude statistique comparant les RMIF de Mcl-1 dans
le MM et I’index de phase S (LI), montre une absence de corrélation significative entre ces
deux paramétres (r=0,16, p=0, 36, n=32). Cette observation est semblable a celle décrite dans
les plasmocytes normaux de la moelle osseuse (r=-0,12, p=0,64, n=16).

En revanche, la méme étude statistique, comparant les RMIF de Bcl-2 dans le MM et I’index
de phase S (LI), montre une corrélation inverse significative entre 1I’expression de Bcl-2 et la
prolifération (r=-0,50, p=0,05, n=32), semblable a celle décrite dans les plasmocytes normaux
(r=-0,83, p=0,001, n=16).

Compar¢ a la protéine Mcl-1, la protéine Bcl-2 semble impliquée dans la prolifération des
plasmocytes. Plus I’expression de Bcl-2 est augmentée, plus le pourcentage des plasmocytes

en phase S est diminué et vice versa (Tableau XIX et XX).

LI (MO normale) LI (PC MM)
r p n r p n
Mecl-1 0,12 0,64 16 0,16 0,36 32
Bcl-2 -0,83 0,001 16 -0,50 0,05 32

Tableau XIX : Etude de la corrélation entre la prolifération et ’expression de Mcl-1 et Bel-2.
Comparaison des corrélations entre la prolifération et 1I’expression des protéines Mcl-1 et Bel-2

dans les plasmocytes de moelle osseuse (MO) normale et de MM. LI : labeling index, PC : plasmocyte.
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RMIF

Diagnostic
MM Ou % LI% Mcl-1 Bcl-2

Rechute 451/45F 451/45F 45f/45F 451/45F
1 D 66/34 ND 17,5/31 3,2/2,4
2 D 94/6 5,524 6,4/11,1 3,5/3,3
3 D 91/9 0,9/8,8 12,2/44 18/7,5
4 D 97/3 0,8/3,8 13,8/25 7,1/6,2
5 D 70/30 0,2/6,2 10,7/12,3 5,3/5,3
6 D 82/18 1,5/1,2 12,8/36,6 11,5/8,3
7 D 90/10 ND 8,7/10,7 4,5/3,6
8 D 93/7 ND 8/9,1 2,712,7
9 D 98/2 ND 5,9/4,6 6,6/6,1
10 D 84/16 1,5/12 9,8/15,3 9,1/6,8
11 D 74/25 0,31/5,5 10/38,8 11/7
12 D 71/29 2,7/11,9 15,8/31,6 6,6/5,2
13 D 55/45 1,8/20 8,33/7,8 2,7/12,9
14 D 81/19 ND 14,2/29,3 16,2/4,8
15 D 87/13 ND 14,4/19,6 14/7,9
16 R 58/42 2,5/8 14,1/18,9 5,5/6,2
17 R 99/1 1,7/3,6 15,9/36 16,2/11
18 R 72/28 0/5,7 10/10 20/11,5
19 R 96/4 0,13/1,8 14,6/27,7 19,9 /11,8
20 R 91/9 0,47/6,3 13/15,4 9/8
21 R 95/5 16,6/40 12,2/15 9/4,5
22 R 92/8 0,6/8,2 7,2/8,9 2,82,3
23 R 92/8 ND 16,1/25,2 6,6/4,5
24 R 99/1 ND 28/40,8 8,25/6,48
25 R 72/28 ND 5,2/10,7 4,4/3,8

Tableau XX : Valeurs des ratio de moyenne d’intensité de fluorescence de Mcl-1 et Bcl-2 et le pourcentage

de I’index de phase S dans 25 (MM).

Expression des résultats en fonction des sous populations CD45 faible et CD45 Fort (CD45F).
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DISCUSSION - CONCLUSION
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Dans la littérature, peu d’études ont €été¢ consacrées a la protéine Mcl-1 dans le MM.
Cette protéine est décrite comme impliquée dans la survie des lymphocytes B et plus
particulierement dans les stades tardifs de la différentiation B (Lomo et al., 1996) (Altmeyer
et al.,, 1997). Elle est, en effet, davantage exprimée dans les lymphocytes B du centre
germinatif que dans les lymphocytes B naifs ou « mémoire ».
Il n’existe pas, a I’heure actuelle, d’étude publiée sur I’expression in vivo de Mcl-1. Aussi,
nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’expression de cette protéine dans des plasmocytes
normaux (de la moelle osseuse normale et de I’amygdale) et dans des plasmocytes de MM.
Nous avons par ailleurs étudié, en parallele a Mcl-1, 'expression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2, protéine éponyme de la famille Bel-2.
Dans cette étude, nous avons quantifi¢ en CMF, pour la premiére fois, la protéine Mcl-1 dans
les plasmocytes normaux. Quant a la protéine Bcl-2, la quantification a déja été réalisée
(Puthier et al., 1999c).
Nos résultats montrent que les valeurs amygdaliennes de Mcl-1 sont supérieures aux valeurs
de la moelle osseuse normale. Alors que pour la protéine Bcl-2 I'inverse est observé. Aux
vues de ces résultats, nous avons suggéré que la maturation plasmocytaire (de ’amygdale vers
la moelle osseuse) s’accompagne d’une diminution de D’expression de Mcl-1 et de
I’augmentation de D’expression de Bcl-2. Aussi, ces deux protéines ont une expression
antinomique. Il semblerait donc que 1’environnement médullaire joue un rdle positif sur Bel-2
et favorise son hyperexpression et [’environnement amygdalien favorise plutdt
I’hyperexpression de Mcl-1. En se basant sur les résultats de cette étude et ceux du laboratoire
(données non publiées), il est probable que dans la maturation lymphocytaire et
plasmocytaire, le message est différent entre Mcl-1 et Bcl-2. En effet, lors de la maturation
lymphocytaire, 1’expression de Mcl-1 diminue : du lymphocyte B naif vers le lymphocyte B

« mémoire » en passant par le stade du centroblaste et du centrocyte. Lors de la maturation
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plasmocytaire, une diminution de I’expression de Mcl-1 est aussi observée : du lymphocyte B
« mémoire » vers les plasmocytes matures de la moelle osseuse en passant par le stade de
plasmocytes immatures amygdaliens.

En terme de prolifération, nos résultats ne montrent pas de corrélation significative entre
I’expression de Mcl-1 et le pourcentage des plasmocytes normaux en phase S, alors que
I’expression de Bcl-2 est inversement corrélée a la prolifération.

Dans la littérature il est en effet décrit que la protéine Bcl-2 bloque ’entrée en phase S des
plasmocytes. Cette protéine anti-apoptotique de la famille Bcl-2 est décrite comme impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire en inhibant I’entrée en phase S du cycle cellulaire.
L’influence de Bcl-2 sur le cycle cellulaire est un argument en faveur de son rdle dans
I’activation et la différenciation des lymphocytes B. En effet, lors de cette différenciation le
stade du lymphocyte B précoce prolifératif exprime un niveau faible de Bcl-2 alors que les
stades plus matures expriment un niveau plus élevé de Bcl-2. Dans le centre germinatif, les
lymphocytes B les plus proliférants (centroblastes) expriment trés faiblement Bel-2 comparés

aux centrocytes ou le taux de Bcl-2 est élevé.

Dans le MM, peu d’études ont été consacrées a 1’expression in vivo de la protéine Mcl-1.
Aussi, une grande partie de ce travail a été consacrée a étudier I’expression de cette protéine
dans les MM et de comparer cette expression aux plasmocytes normaux. Parall¢lement a Mcl-
1, la protéine Bcl-2 a aussi été expertisée et comparée a Mcl-1.

Nos résultats montrent une hyperexpression de Mcl-1 dans les MM par rapport aux
plasmocytes normaux. De ce fait, on peut suggérer que les MM ont une expression de Mcl-1
de type amygdalien.

Nous avons aussi observé qu’un tiers des MM au diagnostic contre deux tiers en rechute ont

des valeurs de Mcl-1 anormalement élevées a deux écarts-type au-dessus de la moyenne.
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Aussi, I’hyperexpression de Mcl-1 est vraisemblablement li¢e directement a I’activité de la
maladie. On devrait, de ce fait, s’attendre a une valeur pronostic de Mcl-1 dans la progression
de la maladie (travail en cours). Cette protéine a déja été¢ décrite comme un facteur pronostic
dans les lymphomes non Hodgkiniens. L’¢étude de Kuramoto et coll. a montré, lors de la
quantification de Mcl-1 par RT-PCR, que son expression chez les patients en rémission
compléte et significativement inférieure a ceux des patients en rechute. La survie sans rechute
est significativement plus €levée chez les patients qui expriment des niveaux bas de Mcl-1.
Cette méme ¢étude a montré que 1’expression élevée de Mcl-1 dans les cellules tumorales
induit la survie de ces cellules en inhibant I’apoptose induite par le stress d’agent de
chimiothérapie ou de radiation et favorise la progression de la maladie (Kuramoto et al.,
2002). Dans une autre étude, la protéine Mcl-1 a été impliquée dans la chimiorésistance. En
effet I’hyperexpression de cette protéine inhibe 1’apoptose induite par 1’exposition des cellules
hématopoiétiques a I’étoposide (Katoh et al., 1998).

Dans notre étude, nous n’avons pas trouvé de corrélation entre 1’expression de Mcl-1 et la
résistance au traitement. Ce résultat n’est en aucun cas surprenant car les patients de cette
¢tude ont un suivi de moins de deux ans. Il serait par ailleurs intéressant de refaire cette étude
de corrélation dans un an, ou I’on disposera de plus d’information sur la progression de la
maladie chez nos patients.

Cependant, hyperexpression de Mcl-1 dans le MM est spécifique de cette protéine car ces
observations ne sont pas retrouvées pour Bcl-2, ceci est d’autant plus vrai que nous n’avons

pas observé de corrélation entre 1’expression de ces deux protéines anti-apoptotiques.

Le role anti-apoptotique de Mcl-1 est bien établi. Ce role a été¢ démontré en premier dans les
cellules ovariennes d’hamster chinois puis établi dans différents modéles cellulaires.
Moulding et coll. ont montré que la protéine Mcl-1 est importante pour prévenir 1’apoptose

lors de la différenciation de cellules U937 (Moulding et al., 2000). L’étude de Kitada et coll. a

45



montré 1’'importance de Mcl-1 dans la survie des lymphocytes B de la leucémie lymphoide
chronique (LLC). En effet, en présence d’inhibiteurs de protéine kinase, une sous-expression
de Mcl-1 induit I’apoptose (Kitada et al., 2000). Enfin, I’hyperexpression de Mcl-1 prévient
I’apoptose dans les cellules hépatiques en présence d’IL-6 (Kuo et al., 2001).

Dans le MM, de plus en plus de données suggeérent I’importance de Mcl-1 dans la survie des
cellules myélomateuses. Derenne et coll. ont observé une apoptose dans les lignées de MM et
dans les plasmocytes de prélévements de patients, en présence d’oligonucléotides antisens
anti-Mcl-1 (Derenne et al., 2002). Ces données sont en accord avec celles de Zhang et coll ou
il a été observé, en présence d’actinomycine D, que la diminution de I’expression de Mcl-1
induit de I’apoptose (Zhang et al., 2002). La survie de ces plasmocytes est essentiellement li¢e
a ’IL-6, cytokine majeure dans la survie et la croissance du MM. L’implication de I’IL-6 dans
la survie des MM est en partie liée a son role d’induire une hyperexpression de Mcl-1. En
effet, en présence de cette cytokine, il a été observé une augmentation de Mcl-1 alors que
I’expression de la protéine Bcl-2 reste stable. Ces résultats, et d’autres par la suite, suggerent
que la régulation de la protéine Mcl-1 d’une part et de Bcl-2 d’autre part, est indépendante et
que I’effet anti-apoptotique observé en présence d’IL-6 passe probablement par la régulation
positive de Mcl-1 (Jourdan et al., 2003).

Aussi, I’environnement dans lequel se trouvent les plasmocytes est probablement déterminant
dans la production de Mcl-1. L’environnement de 1’amygdale et de la moelle osseuse de MM
semblerait étre plus favorable a la production de Mcl-1 que I’environnement de la moelle
osseuse normale. Ce lien entre I’environnement et 1I’expression de Mcl-1 est peut étre di aux
propriétés intrinseéques de cette protéine ou a la production de cytokines, et plus
particulierement de I’IL-6.

En ce qui concerne la protéine Bcl-2, nos résultats ne montrent pas de différence d’expression

entre les plasmocytes normaux et de MM. Il n’y a pas non plus de différence d’expression de
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Bcl-2 dans les MM au diagnostic et en rechute. L expression de Bcl-2 dans les plasmocytes
normaux et tumoraux a déja été étudiée (Pettersson et al., 1992; Puthier et al., 1999c¢). Les
plasmocytes malins expriment un taux normal de Bcl-2 semblable a celui observé dans les
plasmocytes normaux. Ces observations suggerent que cette protéine n’est pas responsable de
I’émergence du clone malin mais que 1’hyperexpression de Bcl-2 concorde avec le fait que les
plasmocytes normaux sont des cellules bien différenciées, a longue demi-vie, qui ne se
divisent pas (Barlogie et al., 1989) et que les plasmocytes de MM acquiérent des anomalies

chromosomiques secondaires leur permettant de proliférer.

L’implication de la protéine Mcl-1 dans la prolifération plasmocytaire est peu étudiée. Nous
nous sommes intéressés a cette corrélation et comme dans les plasmocytes normaux, nos
résultats ne montrent pas de corrélation directe entre 1’expression de Mcl-1 et le pourcentage
de plasmocytes en phase S. Aussi, une hyperexpression constitutive de Mcl-1 n’est
probablement pas due a une anomalie de la prolifération mais plutot liée directement a la
malignité intrinséque de la tumeur. On peut donc suggérer que, dans le MM, 1’augmentation
de Mcl-1 est une conséquence de la dérégulation de geénes liés au statut génique de Mcl-1.

L’¢étude de Fujise et coll., dans la lignée HeLa, a montré I’implication négative de Mcl-1 dans
la régulation du cycle cellulaire. En effet, la protéine Mcl-1 est liée physiquement et
fonctionnellement avec PCNA (proliferating cell nuclear antigen). Cette protéine a un role
critique dans la réplication de I’ADN. Elle lie I’ADN polymérase 6 et forme un complexe
avec RF-C (complexe nucléaire). Le complexe RF-C-PCNA se lie a ’ADN et initie sa
réplication. L’étude de Fujise a montré qu’une hyperexpression de Mcl-1 induit une
diminution du pourcentage des cellules en phase S. Ceci peut étre expliqué par 1’interaction

physique de Mcl-1 et de PCNA qui inhibe I’interaction de cette protéine avec le complexe
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RF-C ou avec la polymérase 9, et par conséquent inhibe la progression dans le cycle cellulaire
(Fujise et al., 2000).

La protéine p21™*"“P! inhibiteur de cycline dépendante kinase, inhibe I’interaction de PCNA
avec la polymérase 6 et bloque ainsi la progression du cycle de G1 a S. Nous nous sommes
donc demandé s’il existe un lien entre la protéine p21“*™""“P! et Mcl-1.

Il serait donc intéressant: i) de reproduire les résultats de Fujise dans le MM et de
comprendre le mécanisme d’action de Mcl-1 dans la régulation du cycle cellulaire. ii)
d’étudier Pinterface entre Mcl-1 et la protéine p21%*"“P! et son éventuelle implication dans

I’inhibition des cyclines kinases dépendantes.

En ce qui concerne Bcl-2, une corrélation inverse entre Bel-2 et la prolifération, comme dans
les plasmocytes normaux, est retrouvée. En effet, I’expression de Bcl-2 dans les MM est
similaire a celle observée dans les plasmocytes normaux de la moelle osseuse. Nos résultats
concordent avec ceux de I’étude de Puthier et coll. concernant la corrélation inverse entre la
prolifération et 1’expression de Bcl-2. En effet, plus le taux de Bcl-2 est bas, plus la
prolifération est élevée et vice versa.

Différentes études ont montré 1I’implication de la protéine Bcl-2 dans la prolifération des MM.
Dans une étude menée sur 49 patients, il a été¢ observé que I’expression de Bcl-2 est fonction
de la localisation de la tumeur (moelle osseuse, sang périphérique, sites extra-médullaires). En
effet, les plasmocytes tumoraux de la moelle osseuse et du sang périphérique expriment
fortement la protéine Bcl-2 et proliférent peu. Les plasmocytes normaux de la moelle osseuse
ont le méme profil d’expression. En effet, I’hyperexpression de Bcl-2 est associée a une lente
prolifération des plasmocytes normaux ou de MM. Sa sousexpression dans les plasmocytes de
plasmocytose réactionnelle et dans les plasmocytes malins extra-médullaires est associée a

une forte prolifération. Ces derniers plasmocytes sont trés proliférants et peu résistants a
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I’apoptose. Ogata et coll. suggerent que les plasmocytes malins extra-médullaires sont
différents des plasmocytes de moelle osseuse et du sang périphérique par leur capacité a
proliférer en présence d’IL-6, leur expression faible de Bcl-2 et de leur forte résistance a
I’apoptose (Ogata et al., 1997; Puthier et al., 1999c).

D’aprés nos résultats, on distingue deux types de plasmocytes : les plasmocytes a faible
prolifération et a forte expression de Bcl-2, correspondant essentiellement aux plasmocytes de
la moelle osseuse normale et de MM, et des plasmocytes a forte prolifération et a faible
expression de Bcl-2, correspondant aux plasmocytes d’amygdales.

Nos résultats montrent aussi une évolution inverse entre 1’expression de la protéine Bel-2 et le
statut prolifératif des plasmocytes normaux et tumoraux. Ces résultats MM ont déja été
observés dans les lymphomes non Hodgkinien (Winter et al., 1998). Dans cette derniére
¢tude la relation inverse entre I’expression de Bcl-2 et I’activité proliférative, dans les
lymphomes de grade intermédiaire ou élevé, suggere que Bcl-2 retarde 1’entrée dans le cycle
cellulaire et inhibe I’apoptose.

Lorsque nous avons corrélé les valeurs de Mcl-1 et de Bel-2, nos résultats ne montrent pas de
corrélation significative entre 1’expression de ces deux protéines. En revanche nous avons
observé que la majorité des patients qui expriment des valeurs anormalement élevées de Mcl-
1, expriment une valeurs normale de Bcl-2 (inférieure a deux écart type de la moyenne) et la
majorité¢ des patients qui expriment des valeurs anormalement élevées de Bcl-2 ont des
valeurs normales de Mcl-1 (inférieure a deux écart-types de la moyenne). Plus Mcl-1 est
fortement exprimé, plus les valeurs de Bcl-2 sont basses et vice versa.

La protéine Mcl-1 n’est pas corrélée a la prolifération (index de phase S) mais elle semblerait
corrélée a la progression de la maladie et a la survie des plasmocytes malins. L’index de phase
S est un puissant facteur pronostic dans le MM (Rajkumar and Greipp, 1999). Cet index n’est

pas corrélé a I’expression de la protéine Mcl-1. Ceci rend I’expression de cette protéine Mcl-1
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trés intéressante dans le suivi de 1’activité de la maladie indépendamment de la prolifération.
Aussi on pourrait s’attendre a ce que les MM a forte expression de Mcl-1 soient plus agressifs
que les MM a faible expression de Mcl-1.

Quant a I’expression de la protéine Bcl-2, elle est inversement liée a I’agressivité¢ de la
maladie. En effet, moins elle est exprimée, plus I’index de phase S est augmenté et plus elle
est exprimée, moins les plasmocytes proliféerent.

On est donc en mesure de définir un profil d’expression de patients sur I’expression de ces
deux protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bel-2. Les valeurs élevées de Mcl-1 annonceraient

un mauvais pronostic et les fortes valeurs de Bcl-2 définiraient un meilleur pronostic.

Dans le MM on est en mesure de compartimenter la tumeur en fonction de la prolifération
CD45. Nous avons donc étudié I’expression de Mcl-1 dans le compartiment CD45 Fort par
rapport au reste du compartiment. Contrairement aux plasmocytes normaux, dans le MM la
sous-population CD45 faible est majoritaire.

Nos résultats montrent que, contrairement aux plasmocytes normaux, I’expression de Mcl-1
est anormalement élevée dans le compartiment CD45 Fort le plus proliférant. Dans les
plasmocytes d’amygdale, ou 98% des plasmocytes sont CD45 Fort, nous avons observé des
valeurs ¢élevées de Mcl-1. Nous pouvons suggérer que les plasmocytes de MM CD45 Fort
suivent une expression de Mcl-1 semblable aux plasmocytes amygdaliens.

Nous nous sommes demandé si 1’hyperexpression de Mcl-1 est cantonnée a un seul
compartiment ou homogeéne dans les deux compartiments CD45.

Lorsqu’on compare, dans le compartiment CD45 Fort de plasmocytes normaux et malins,
I’expression de Mcl-1, nos résultats montrent que non seulement il existe une expression plus

forte de cette protéine dans les MM mais que cette expression est surtout majeure dans le
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compartiment proliférant. Une hyperexpression de la protéine Bcl-2 a aussi été observée dans
le compartiment CD45 Fort.

En terme d’expression des protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-2, le compartiment CD45
Fort est donc aberrant. Cette aberration est probablement due a la malignité intrinséque a la
tumeur liée a des anomalies du cycle cellulaire ou a des altérations chromosomiques
complexes.

Les données du laboratoire montrent que le compartiment CD45 Fort proliférant dans les
plasmocytes normaux est plus sensible a 1’apoptose que le compartiment CD45 faible le
moins proliférant. Dans le MM, on est en mesure de se demander comment les plasmocytes
du compartiment le plus proliférant CD45 Fort continuent a proliférer et résister a I’apoptose.
On peut suggérer que I’hyperexpression aberrante de protéine anti-apoptotiques telles que
Mcl-1 et Bcl-2 confére a ces plasmocytes une résistance a [’apoptose et une survie

considérable tout en restant proliférant.
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CONCLUSION

Dans ce travail nous avons expertis¢ in vivo dans le MM, en CMF (en quadruple marquage),
I’expression des protéines anti-apoptotique Mcl-1 et Bcl-2. Nous avons montré que ces deux
protéines ont une expression antinomique et contrairement a Bcl-2, la protéine Mcl-1 n’est
pas corrélée a la prolifération. Néanmoins, il est décrit, dans un modele cellulaire autre que le
MM, une inhibition du cycle cellulaire par Mcl-1.

Nous avons comparé 1’expression de ces deux protéines dans les plasmocytes normaux et
tumoraux. Nos résultats montrent que Mcl-1 semble augmenter avec la progression de la
maladie alors que I’expression de Bcl-2 est identique au diagnostic et en rechute. En effet, une
hyperexpression de Mcl-1 est observée dans les deux tiers des MM en rechute contre un tiers
au diagnostic. Cette protéine est peut étre un nouveau facteur pronostic li¢ a I’agressivité de la
maladie. Auquel cas nous serons en mesure de déterminer le pronostic des patients atteints de
MM a partir du profil d’expression de Mcl-1 et de Bcl-2.

Ces résultats peuvent étre intéressants dans la mesure ou ils nous permettent de comprendre

certains mécanismes de la pathogénie du MM et la résistance du MM a 1’apoptose.

Nos perspectives seraient donc : 1) D’étudier I’impact pronostic de Mcl-1 sur la survie des
patients en comparaison a d’autres marqueurs d’activité tel que la B2 microglobuline et la
délétion du chromosome 13. ii) De corréler I’expression paralléle de Mcl-1 et Bel-2 avec la
progression de la maladie, iii) Etudier I’implication de Mcl-1 dans le cycle cellulaire et de
comprendre son mécanisme d’action dans le but de rechercher de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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