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I. LE MYELOME MULTIPLE 

1) Généralités 
Le myélome multiple (MM) est un cancer hématopoïétique caractérisé par une 

expansion monoclonale de plasmocytes tumoraux dans la moelle osseuse. Les plasmocytes 

sont les cellules terminales de la différenciation lymphocytaire B, leur accumulation génère 

l’hypersécrétion   d’une   immunoglobuline   (Ig)   monoclonale,   des   lésions   osseuses  

accompagnées  parfois   d’une  hypercalcémie,  une   insuffisance  médullaire   (anémie)   et   rénale,  

ainsi   qu’une susceptibilité aux infections (Bataille and Harousseau 1997, Hideshima, et al 

2004). 

Le MM représente environ 1% de tous les cancers et 10% des hémopathies malignes. 

Dans  les  pays  occidentaux,  son  incidence  est  d’environ  5  cas  pour  100 000 habitants par an et 

l’âge  moyen   lors   du   diagnostic   est   de   68   ans (Mahindra, et al 2010, Moreau, et al 2013). 

L’incidence du MM est dépendante du vieillissement, significativement supérieure chez les 

hommes et deux fois plus élevée chez les noirs américains que chez les caucasiens. Grâce à 

des progrès indéniables sur la compréhension de la biologie du myélome et au développement 

de stratégies thérapeutiques plus efficaces, la médiane de survie des patients est passée de 3 à 

6 ans ces 20 dernières années, cependant, le MM reste une pathologie incurable (Hideshima, 

et al 2004, Kumar, et al 2014, Rollig, et al 2015). 

Enfin, il existe une diversité dans le MM aussi bien au niveau biologique que 

génétique,  signifiant  que  le  myélome  n’est  pas UNE mais de MULTIPLES maladies. 

2) La biologie du MM 

A. La	
  cellule	
  d’origine : le plasmocyte 
Dans le MM, l’équivalent physiologique de la cellule cancéreuse est le plasmocyte 

dont   la   fonction   de   sécrétion   des   Ig   représente   un   pilier   de   l’immunité   humorale.   Le  

plasmocyte correspond à la forme la plus mature et la plus différenciée de la cellule 

lymphoïde B.  

Après les réarrangements VDJ du gène codant pour la chaine lourde des Ig (IGH) et 

les   réarrangements   des   gènes   codant   pour   les   chaines   légères   (IGLκ   et   IGLλ),   la   cellule  B  
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mature naïve, présentant un BCR (Récepteur des cellules B, IgM+ IgD+) fonctionnel, quitte la 

moelle osseuse pour coloniser les organes lymphoïdes secondaires et poursuivre sa 

maturation. Lors de ce passage dans la voie sanguine ou la lymphe, les cellules B matures 

naïves seront en contact avec des antigènes. Ces cellules ont une durée de vie courte de 2 à 3 

jours,  mais   si   elles   rencontrent   l’antigène reconnu par leur Ig membranaire, les cellules B 

activées gagnent le centre germinatif des organes lymphoïdes secondaires où elles recevront 

des signaux de costimulation par les  cellules  présentatrices  d’antigène, notamment la liaison 

CD40/CD40 ligand, les engageant dans le processus de différenciation. Les cellules B 

activées gagnent alors la zone sombre des follicules lymphoïdes et entrent en prolifération et 

maturation. A ce niveau de la différenciation, un second type de réarrangement moléculaire se 

déroule,   il   s’agit   de   l’hypermutation   somatique   (HMS).   Seules   les   cellules   B   dont   les  

mutations vont améliorer la spécificité  de  l’anticorps  pour  l’antigène vont survivre, les autres 

meurent par apoptose. Ensuite, un dernier processus de réarrangement se déroule dans ces 

organes  lymphoïdes  secondaires,  c’est  la  commutation  isotypique  (CI).  Durant  cette  étape,  des  

segments   spécifiques   de   l’ADN   connus   pour   être   des   régions   instables   sont   recombinés,  

conduisant  à  l’expression  par  la  cellule  B  mature  de  différentes Ig, soit IgG, IgA ou IgE. Ces 

deux   processus   HMS   et   CI   nécessitent   l’expression   de   l’enzyme   AID   (activation-induced 

deaminase) et impliquent la génération de cassures double-brin  de  l’ADN  au  niveau  des  loci  

des Ig. Enfin, ces cellules B matures vont, soit se différencier en cellules B mémoires, ou en 

plasmablastes (plasmocytes immatures). Les plasmablastes vont poursuivre leur 

différenciation en plasmocytes à longue durée de vie qui vont migrer dans la moelle osseuse 

où ils vont recevoir des signaux de   survie,   tel   que   l’interleukine   6   (IL-6), sécrétées par les 

cellules stromales (Boyle, et al 2014, Corre, et al 2015).  

La différenciation cellulaire en plasmocytes normaux est contrôlée par la régulation 

coordonnée de différents facteurs de transcriptions.   Ainsi,   l’expression   d’IRF4 (interferon 

regulatory factor 4), de BLIMP1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) et de XBP1 (X 

box binding protein 1) sont nécessaires à la survie des plasmocytes. Aussi, ce phénomène 

s’accompagne  de  la  diminution  de  l’expression  de  pax5  (paired  box  gene  5)  et  de  BCL-6 (B-

cell lymphoma-6) (Boyle, et al 2014). 

L’équivalent  normal  du  plasmocyte  tumoral  est  le  plasmablaste  post  centre  germinatif  

à  longue  durée  de  vie  (c’est-à-dire après une HMS et une CI). Ceci est notamment supporté 

par   la  présence  d’hypermutations   somatiques  du  gène  des   Ig  au  niveau  des  cellules  de  MM  

(Bakkus, et al 1992). Les erreurs survenues durant le processus de différenciation 
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plasmocytaire vont constituer   les   évènements   oncogéniques   aboutissant   à   l’initiation   de   la 

cellule myélomateuse. 

B. Oncogénèse 
L’oncogénèse   du   MM   est   décrite   comme   étant   un   processus   multi-étape. Il est 

actuellement démontré que tous les cas de MM sont précédés par une expansion 

asymptomatique de plasmocytes, connue sous le nom de gammapathie monoclonale de 

signification indéterminée (MGUS) et de MM indolent (SMM pour « smoldering MM »). Une 

fraction de ces individus avec un MGUS ou un SMM évolueront vers un MM symptomatique 

qui à terme progresse vers une forme plus agressive, dont les cellules deviennent 

indépendantes du microenvironnement et   quittent   l’environnement  médullaire   conduisant à 

une leucémie à plasmocytes. Cette oncogénèse multi-étape a pour origine des évènements 

oncogéniques primaires, initiant le passage de cellule saine à cellule tumorale via 

l’immortalisation  du  plasmocyte,  puis  des  évènements  oncogéniques  secondaires  apportant  au  

plasmocyte tumoral les avantages sélectifs nécessaires à sa survie et impliqués dans la 

progression de la maladie (Figure 1) (Corre, et al 2015, Morgan, et al 2012, Prideaux, et al 

2014).  

1. Les évènements oncogéniques primaires 

L’étude  de  Smadja  et al. en  1998,   a   suggéré   l’idée que le myélome représente deux 

maladies étroitement liées, les myélomes nonhyperdiploïdes et les myélomes hyperdiploïdes 

(Smadja, et al 1998). Actuellement,   le  modèle  d’oncogénèse  décrit   est   constitué  de  2  voies  

différentes   d’évènements   primaires :   i.   l’hyperdiploïdie,   et   ii. les translocations 

chromosomiques impliquant le gène des Ig (translocations IGH).  L’une  des  conséquences  de  

ces évènements, de manière directe ou indirecte, est la dérégulation du point de transition du 

cycle cellulaire G1/S, une anomalie moléculaire clé du stade précoce du myélome (Prideaux, 

et al 2014). 
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Figure 1 :  Modèle  de  l’oncogénèse  du  MM. 
(d’après  (Morgan, et al 2012)). Le MGUS (gammapathie monoclonale de signification 

indéterminée) et le myélome indolent correspondent à des stades asymptomatiques 
contrairement au myélome qui présente diverses caractéristiques cliniques. La cellule 
initialement  dérégulée  provient  du  stade  MGUS,  cependant,  suite  à   l’apparition  d’anomalies  
génétiques primaires, elle acquiert un avantage clonal, prolifère et évolue. Cette évolution 
clonale se  déroule  suivant  un  schéma  d’évolution darwinienne par embranchement. 

i. L’hyperdiploïdie 

L’hyperdiploïdie  est  observée  chez  environ  55%  des  patients  qui  présentent  un  nombre  

de chromosomes compris entre 48 et 75, habituellement avec des copies surnuméraires de 3 

chromosomes ou plus. De manière intéressante, les chromosomes gagnés ne sont pas 

aléatoires, mais au contraire impliquent spécifiquement les chromosomes impairs 3, 5, 7, 9, 

11, 15, 19 et 21. Le mécanisme aboutissant à ce gain de chromosome est encore inconnu, 

cependant   il   est   suggéré   que   l’hyperdiploïdie   est   probablement   due   à   une   mauvaise 

ségrégation des chromosomes lors de la mitose (Chesi and Bergsagel 2013, Corre, et al 2015). 

La majorité des tumeurs hyperdiploïdes expriment le gène CCND1 de manière bi-allélique, 

peut être dû à une trisomie du chromosome 11, alors que la plupart des autres tumeurs 

hyperdiploïdes expriment un niveau élevé du gène CCND2 par un mécanisme inconnu (Chesi 

and Bergsagel 2013). 
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Cellule B 
post CG MGUS Myélome 

indolent
Myélome 
Multiple

Leucémie à 
plasmocytes

Evènements génétiques primaires
- Translocations IGH
- Hyperdiploïdie

SangMoelle osseuseCentre germinatif

Evènements génétiques secondaires
- Pertes ou gains chromosomiques
- Mutations
- Modifications épigénétiques

Avantage clonal

MigrationEvolution clonale

Diversité des cellules tumorales

Lésions génétiques



10 
 

ii. Les translocations chromosomiques impliquant le gène des Ig 

Une translocation IGH est observée chez environ 50% des patients. De larges études 

provenant de différents groupes ont montré que la prévalence des translocations IGH 

augmente   avec   le   stade   de   la  maladie.   En   effet,   elle   est   d’environ   50%   dans   les  MGUS   et  

SMM, de 55 à 70% dans les MM intramédullaires, de 85% dans les leucémies à plasmocytes, 

et est retrouvée dans la quasi-totalité des lignées cellulaires de MM (dont la plupart est 

dérivée de leucémies à plasmocytes) (Avet-Loiseau, et al 1999, Chesi and Bergsagel 2013, 

Fonseca, et al 2009). Certaines des  translocations  14q32  sont  récurrentes,  tandis  que  d’autres  

semblent être aléatoires (Tableau 1). Suite à la translocation, les gènes partenaires se 

retrouvent sous la dépendance de la forte région « activatrice »  de  l’IGH,  conduisant  ainsi  à  la  

surexpression   des   protéines   cibles.   Ces   translocations   semblent   provenir   d’erreurs   lors   des  

processus   à   haut   risque   d’erreur   génétique   que   sont   la  HMS  et   la  CI.   L’hypothèse  majeure  

pour la sélection des partenaires de la translocation 14q32 est la proximité de domaines des 

chromosomes 14, 11 et 4 à certains moments des étapes de HMS et de CI (Bergsagel and 

Kuehl 2001, Corre, et al 2015). 

La translocation la plus fréquente est la t(11 ;14)(q13 ;32) observée chez 15 à 20% des 

patients et 25% des lignées cellulaires de MM. Cette translocation t(11 ;14) dérégule 

l’expression du gène CCND1 conduisant à la surexpression de la cycline D1. De manière 

intéressante, cette translocation t(11 ;14) est présente dans environ 40% des leucémies à 

plasmocytes primaires (entre 20 et 71% selon les études) (Fernandez de Larrea, et al 2013). Il 

existe également d’autres translocations plus rares dérégulant d’autres gènes codant pour une 

cycline, la t(6 ;14)(p21 ;;q32)  qui  ne  représente  que  2%  des  patients  et  augmente  l’expression  

du gène CCND3, et la t(12 ;14)(p13 ;q32) qui représente moins de 1% des patients et 

augmente  l’expression  du  gène  CCND2. 

La deuxième translocation par sa fréquence est la t(4 ;14)(p16 ;q32) observée chez 12 

à 15% des patients et 25% des lignées cellulaires de MM. Cette translocation conduit à la 

surexpression de 2 gènes, FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3), un oncogène connu 

pour être activé par mutations dans plusieurs types de tumeurs solides, et MMSET (Multiple 

Myeloma SET), une protéine méthyl-transférase dont la surexpression aboutit à la 

méthylation de nombreuses protéines du génome. Cependant, environ 20% des tumeurs 

t(4 ;;14)  n’expriment  pas  FGFR3,  du  fait  de  la  perte  de  la  partie télomérique du chromosome 4 

portant FGFR3 lors de certaines translocations. Malgré son rôle indispensable dans les MM 

t(4 ;;14),  il  n’est  pas  encore  déterminé  comment  MMSET  contribue  à  la  pathogénèse  du  MM.  
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Certaines études suggèrent que la surexpression  de  MMSET  conduit  à  l’augmentation  globale  

de la méthylation des H3K36me2, et la diminution de la méthylation des H3K27me3, ce qui 

serait   responsable   des   modifications   d’expression   de   nombreux   gènes   dans   les   tumeurs  

t(4 ;14) (Martinez-Garcia, et al 2011). Aussi, les tumeurs t(4 ;14) expriment de haut niveau du 

gène CCND2, cependant, les raisons de cette surexpression restent inconnues (Chesi and 

Bergsagel 2013). 

D’autres   translocations   récurrentes   sont   plus   rarement   observées comme la 

t(14 ;16)(q32 ;;   q23)   qui   dérégule   l’expression   de   l’oncogène   MAF   (5%   des   patients),   la  

t(14 ;20)(q32 ;;q11)  qui  dérégule  l’oncogène  MAFB  (2%  des  patients)  et  la  t(8 ;14)(q24 ;q32) 

qui  dérégule  l’oncogène  MAFA  (<1%  des  patients).  Aussi,  même  si la translocation t(14 ;16) 

est peu fréquente chez les patients, elle est présente dans environ 25% des lignées cellulaires 

de MM, ce qui est possiblement dû à sa forte propension dans les leucémies à plasmocytes 

chez les patients. Ces translocations dérégulent  l’expression  des  oncogènes  c-maf et mafB qui 

sont  des  facteurs  de  transcription,  conduisant  à   l’augmentation  de  l’expression  de  nombreux  

gènes cibles, dont le gène CCND2  et  des  molécules  d’adhésion.  Ceci  va  augmenter  la  capacité  

des cellules tumorales à interagir avec le microenvironnement de la moelle osseuse (Corre, et 

al 2015). 

 

Translocations Gènes dérégulés Fréquence 

t(4 ;14) (p16 ;q32) MMSET/FGFR3 15% 

t(11 ;14) (q13 ;q32) CCND1 20% 

t(6 ;14) (p21 ;q32) CCND3 2% 

t(12 ;14) (p13 ;q32) CCND2 <1% 

t(14 ;16) (q32 ;q23) MAF 5% 

t(14 ;20) (q32 ;q11) MAFB 2% 

t(8 ;14) (q24 ;q32) MAFA <1% 

Tableau 1 : Translocations récurrentes impliquées dans le MM. 
(d’après  (Corre, et al 2015, de Mel, et al 2014)). 

 

2. Les évènements oncogéniques secondaires 

En plus de ces évènements oncogéniques primaires, de nombreux autres 

réarrangements chromosomiques sont présents dans les plasmocytes tumoraux au moment du 
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diagnostic. Ces évènements secondaires coopèrent avec les évènements primaires pour 

produire le phénotype malin du myélome et ainsi conduire à la progression de la maladie. Ils 

incluent des translocations secondaires, des variations du nombre de copies, la perte de 

l’hétérozygotie,  l’acquisition  de  mutations  et  des  modifications épigénétiques (Prideaux, et al 

2014). 

 

Mécanisme Chromosome / gène impliqué Fréquence 

Gains chromosomiques 

1q (CKS1B, ANP32E) 35% 

12p (LTBR) - 

17q (NIK) - 

Pertes chromosomiques 

1p (CDKN2C, FAF1, FAM46C) 30% 

6q 33% 

8p 25% 

11q (BIRC2, BIRC3) 7% 

13 (RB1, DIS3) 45% 

14q (TRAF3) 38% 

16q (CYLD, WWOX) 35% 

17p (TP53) 8% 

Translocations secondaires t(8 ;14) (MYC) - 

Evènements épigénétiques 
Hypométhylation globale - 

Hyperméthylation de gènes spécifiques - 

Mutations 

NRAS 21% 

KRAS 28% 

BRAF 4% 

MYC 1% 

Mutations activant NF-κB - 

Dérégulation de PI3K/Akt - 

Tableau 2 : Evènements génétiques secondaires (en % de tumeur). 
(d’après  (Morgan, et al 2012)). 

 

Le tableau 2 montre que les évènements génétiques secondaires les plus fréquents sont 

la monosomie 13 retrouvée chez environ 45% des patients, la duplication du bras long du 
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chromosome 1 chez 30 à 35% des patients, et différentes délétions impliquant les régions 

chromosomiques 1p, 6q, 8p, 12p, 14q, 16q, 17p, ou 20p. Plusieurs délétions sont 

homozygotes et ciblent des inhibiteurs de la voie NF-κB,  comme  BIRC2/3  sur  le  chromosome  

11, TRAF3 sur le chromosome 14 ou CYLD sur le chromosome 16. Des changements 

chromosomiques récurrents (translocations, délétions, duplications, insertions et 

amplifications)  ont  été  retrouvés  dans  la  région  8q24  et  impliquent  l’oncogène  MYC  qui  est  

un facteur clé dans la biologie du MM. Le tableau 2 résume les différents évènements 

oncogéniques secondaires.   L’ensemble   de   ces   réarrangements   chromosomiques   sont  

considérés  comme  secondaires  dans  l’oncogénèse  du  MM  car  la  plupart  d’entre  eux  ne  sont  

retrouvés que dans des sous-clones, contrairement aux translocations IGH qui sont présentes 

dans la totalité des plasmocytes tumoraux (Corre, et al 2015). 

C. Le concept de sous-clonalité 
La   sensibilité   actuelle   des   techniques   de   séquençage   du   génome   ou   de   l’exome   ont  

confirmé que le MM est une maladie très complexe génétiquement. En effet, une étude 

montre  qu’il  y  a en moyenne 35 mutations  impliquant  une  modification  de  séquence  d’acides  

aminés et 21 réarrangements chromosomiques dans un échantillon de patient par rapport en 

comparaison avec ses cellules saines (Chapman, et al 2011). 

De   plus,   différentes   études   ont   montré   qu’il   existe   une   certaine   hétérogénéité   au   sein   des  

clones  tumoraux,  après  analyses  comparatives  des  anormalités  de  l’ADN  au  diagnostic  et  à  la  

rechute (Egan, et al 2012, Keats, et al 2012, Magrangeas, et al 2013). En effet, les clones 

observés à la rechute présentent de légères différences par rapport à ceux au diagnostic. Dans 

certains cas, le clone à la rechute présente plus de changements chromosomiques mais en 

ayant  le  même  fond  génétique  qu’au  diagnostic,  représentant  une évolution clonale classique. 

Cependant, chez certains patients, le clone à la rechute présente des séquences d’ADN  qui  

étaient délétées au   diagnostic,   indiquant   qu’il   s’agirait   d’un   clone   mineur non détecté au 

diagnostic et responsable de la rechute. Le développement des sous-clones se ferait tôt dans 

les  étapes  de  l’oncogénèse,  probablement  directement  après  la  transformation  cellulaire.  Une  

question   reste   encore   irrésolue,   il   s’agit   de   savoir quels mécanismes sont impliqués dans la 

sélection clonale. Cela se fait-il sous pression thérapeutique ou est-ce  l’histoire  naturelle  de  la  

maladie ? Un modèle proposé par Morgan et al.,   est   basé   sur   l’évolution   darwinienne,  

indiquant   que   l’évolution   clonale   s’effectuerait   par   embranchement   et   le   sous-clone le plus 

adapté à la pression de sélection deviendrait majoritaire (Morgan, et al 2012) (Figure 1). 
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D. Interactions avec le microenvironnement 
Le microenvironnement de la moelle osseuse présente un rôle important dans la 

différenciation, la migration, la prolifération, la survie et la résistance aux traitements des 

plasmocytes tumoraux.   Ce   microenvironnement   médullaire   est   composé   d’une   part   d’un  

compartiment   cellulaire   constitué   de   cellules   stromales,   d’ostéoblates,   d’ostéoclastes,   de  

cellules   endothéliales   et   de   cellules   immunes.   D’autre   part,   ce   microenvironnement   est  

composé d’un  compartiment  non-cellulaire constitué de la matrice extracellulaire et du milieu 

liquide (comprenant les cytokines, chimiokines et facteurs de croissance). Ainsi, les 

interactions  directes  entre  les  molécules  d’adhésion  des  plasmocytes  (CD138  ou  Syndecan-1, 

et VLA-4 (very late antigen 4)) et le tissu conjonctif (via le collagène de type I et la 

fibronectine) ou les cellules stromales (via VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1)) 

activent des voies de signalisation promouvant le cycle cellulaire (voie NF-κB,  interleukine  6  

(IL-6)) et la survie tumorale (protéines anti-apoptotiques) (Manier, et al 2012). 

L’interleukine  6  (IL-6) est reconnue comme le facteur de croissance et de survie clé 

dans la progression du MM (Klein, et al 1989, Klein, et al 1995).   En   effet,   l’IL-6 

principalement produite par les cellules stromales de la moelle osseuse et les ostéoblastes, 

induit   la   croissance   cellulaire   des   cellules   de  myélome   via   une   voie   paracrine.   L’IL-6 peut 

également être produite et sécrétée par les cellules de myélome et ainsi agir de manière 

autocrine sur celles-ci. La voie NF-κB   joue   un   rôle   central   dans   l’augmentation   de   l’IL-6, 

qu’elle  soit  due  à  la  stimulation  par  des  cytokines  ou  par  des  adhésions  cellulaires  (Chauhan, 

et al 1997).   Après   fixation   sur   son   récepteur,   l’IL-6 conduit   à   l’activation   des   voies  

MAPK/ERK, JAK/STAT3 et PI3K/Akt, qui, respectivement, permettent la prolifération, la 

survie  via  l’augmentation  de  l’expression  des  protéines  anti-apoptotiques Bcl-xL et Mcl-1, et 

l’inhibition  des  effets  antiprolifératifs  des  inhibiteurs  CDK  p21  et  p27  (Manier, et al 2012). 

D’autre facteurs de croissance sont impliqués dans la progression du MM, notamment 

l’Insulin-like Growth Factor de type I (IGF-1) sécrété par les cellules stromales et les 

ostéoblates, qui induit la croissance, la survie et la migration des cellules de MM, ou le 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) produit par les cellules de MM ou les cellules 

stromales  de  la  moelle  osseuse,  qui  augmente  l’angiogénèse  dans  la  moelle  osseuse. 
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3) La classification moléculaire et la stratification des 
risques du MM 

A. La classification moléculaire du MM 
Fondé  sur  le  fait  que  l’expression  des  Cyclines  de  type  D  est  augmentée  ou  dérégulée  

dans virtuellement toutes les tumeurs de MM, Bergsagel et al., en 2005 ont proposé une 

classification moléculaire des myélomes basées sur une analyse   de   profil   d’expression  

génique (GEP). Cette classification divise les tumeurs de MM en 8 groupes TC (Translocation 

/ Cycline D) : ceux avec une translocation primaire (désignés 11q13, 6p21, 4q16, MAF), ceux 

qui sur-expriment les gènes CCND1 et CCND2 seul ou ensemble (D1, D1+D2, D2), et les 

rares cas qui ne sur-expriment aucun gène CCND (aucun) (Bergsagel, et al 2005) (Tableau 3).  

En 2006, Zhan et al.,   également   en   s’appuyant   sur   la   GEP   de   414   patients   au  

diagnostic ont proposé une classification moléculaire en 7 groupes. Ces groupes sont 

caractérisés par une surexpression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire et la 

prolifération (groupe PR pour « proliferative »), une faible expression de gènes impliqués 

dans les maladies osseuses (groupe LB pour « Low Bone disease »), une expression aberrante 

des gènes FGFR3 et MMSET (groupe MS pour MMSET), une signature hyperdiploïde 

(groupe HY), une surexpression des gènes codant la Cycline D1 ou la Cycline D3 (groupes 

CD-1 et CD-2), ou une surexpression des gènes MAF et MAFB (groupe MF). Cette 

classification  est  nommée  la  classification  UAMS  du  nom  de  l’Université  d’Arkansas  pour  les  

Sciences Médicales (Zhan, et al 2006) (Tableau 3).  

B. Pronostic et stratification des risques au sein du MM 
Le pronostic du myélome dépend de facteurs concernant le patient (âge, état général, 

comorbidités),   du   stade   et   de   l’agressivité   de   la   maladie,   et   de   la   réponse   aux   traitements  

(Russell and Rajkumar 2011). 

La translocation chromosomique t(4 ;;14)   est   l’évènement   génétique   du  MM  avec   la  

plus haute importance clinique. En effet, la t(4 ;14) est associée avec un pronostic défavorable 

dans différents contextes cliniques comme lorsque les patients sont traités par des agents 

alkylants, des agents immunomodulateurs, mais également lorsque les patients reçoivent une 

thérapie à hautes doses avec une greffe de cellules souches autologues (Chang, et al 2004, 

Fonseca, et al 2003, Keats, et al 2003). 
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Groupe TC UAMS Gène Fréquence 

Translocation Cycline D 

11q13 

6p21 

(12p13) 

CD-1 

CD-2 

CCND1 

CCND3 

CCND2 

15% 

2% 

<1% 

Translocation MMSET 4p16 MS MMSET 15% 

Translocation MAF 
MAF 

(16q23, 20q12, 8q24) 
MF 

c-maf 

mafB 

mafA 

5% 

2% 

<1% 

Hyperdiploïde 
D1 

D1+D2 

HY 

PR 

CCND1 

CCND1+CCND2 

33% 

7% 

Autre 
Aucun 

D2 

PR 

LB 

Pas de CCND 

CCND2 

2% 

18% 

Tableau 3 : Comparaison de différentes classifications moléculaires du MM. 
(d’après   (Chesi and Bergsagel 2011)). TC : Translocation/Cycline D ; UAMS : 

Université  d’Arkansas  pour  les  Sciences  Médicales. 

 

Les groupes moléculaires MAF, t(14 ;16) et t(14 ;20), ont chacun été associés avec un 

pronostic défavorable dans différentes études (Fonseca, et al 2003, Ross, et al 2010), 

cependant,   l’étude   rétrospective avec une analyse multivariante sur 1003 patients au 

diagnostic  n’a  pas  montré  de  rôle  pronostic  de  la  translocation  t(14 ;16) (Avet-Loiseau, et al 

2011). 

Bien que la translocation t(11 ;14) soit dans certains cas associée avec un phénotype 

agressif   comme   la   leucémie   à   plasmocytes,   l’impact   pronostic   globale   des   translocations 

t(11 ;14) et t(6 ;14) est neutre (Avet-Loiseau, et al 2007). 

Enfin, plus souvent retrouvée chez des patients âgés, l’hyperdiploïdie   confère   un  

pronostic relativement favorable dans la majorité des cas (Smadja, et al 2001), ce qui est 

particulièrement vrai lorsque   l’amplification  5q31.3  est  présente   (Avet-Loiseau, et al 2009). 

De plus, une étude récente a conclu que la présence de trisomies chez des patients présentant 

des anomalies comme les translocations t(4 ;14), t(14 ;16), t(14 ;20) ou la délétion du 

chromosome   17,   améliore   l’impact   négatif   habituellement   associé   avec   ces   marqueurs  

pronostics (Kumar, et al 2012b). 
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La classification moléculaire UAMS est pertinente sur un point de vue pronostic, en 

effet,   associée   à   d’autres   marqueurs   cytogénétiques,   comme   la   délétion   17p,   elle   aide   à  

stratifier les patients en risque élevé ou faible. Aussi, dans cette classification, les groupes 

CD-1 et CD-2 représentent les sous-groupes de patients ayant une translocation t(11 ;14) ou 

t(6 ;14), cependant le groupe CD-1   est   caractérisé   par   l’expression   d’argininosuccinate  

synthetase 1 (ASS1) et le groupe CD-2   par   l’expression   d’antigènes   de   cellule   B   (CD20,  

VPREB, et CD79A). De manière intéressante, les patients classés dans ces deux groupes CD-

1 et CD-2 ont des réponses cliniques différentes. En effet, parmi tous les groupes 

moléculaires, le groupe CD-1  présente  l’apparition  la  plus  rapide  et  la  fréquence  la  plus  élevée  

de rémission complète (90%), alors que le groupe CD-2  présente  l’apparition  la  plus  lente  et  

la  fréquence  la  plus  faible  de  rémission  complète  (45%)  lorsqu’ils  sont  traités  par  une « Total 

Thérapie 3 » (Bortezomib, Thalidomide, Dexamethasone). Cependant, après le groupe MF, le 

groupe CD-1 a la durée de rémission complète la plus courte (77% à 2 ans), alors que le 

groupe CD-2 a la durée la plus longue (100% à 2 ans) (Chesi and Bergsagel 2013, Nair, et al 

2010).  

 

Risque Standard Médiane de survie 

-Trisomies (hyperdiploïdie) 
-t(11 ;14) 
-t(6 ;14) 

De 6 à 7 ans 

Risque Intermédiaire  

-t(4 ;14)  

Risque élevé Médiane de survie 

-Délétion 17q 
-t(14 ;16) 
-t(14 ;20) 

-Signature de GEP de haut risque 

Inférieur à 2 ou 3 ans 

Tableau 4 : Stratification des risques dans le MM. 
(d’après  (Rajkumar 2013b)). 

 

Grâce   à   l’ensemble   de   ces   observations,   un   modèle   de   stratification   de   risque   est  

proposé et utilisé par la Mayo Clinic, dans lequel les patients nouvellement diagnostiqués sont 
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classés  en  risque  standard,  intermédiaire,  ou  élevé  de  la  maladie,  d’après  la  mSMART (Mayo 

stratification for myeloma and risk-adapted therapy classification) (Tableau 4) (Rajkumar 

2013b). Ce modèle a permis de mettre en place une stratégie adaptée aux risques pour le 

traitement des patients qui ne peuvent pas être inclus dans un essai clinique (Bergsagel and 

Chesi 2013). 

4) Le traitement du MM 

A. Traitement de première ligne 
A ce jour, les patients atteints de MGUS ou de myélome indolent sont suivi par une 

attitude  d’abstention-surveillance. En effet, seul le myélome multiple symptomatique relève 

d’un  traitement.   

Grâce aux progrès thérapeutiques, la survie des patients a significativement augmentée 

au cours des dernières années. L’utilisation  du Melphalan (agent alkylant) à fortes doses avant 

greffe de cellules souches autologues au cours des années 1990 correspond à la première 

augmentation significative de la survie des patients. Un deuxième bon significatif au niveau 

de la survie a eu lieu au   début   des   années   2000,   grâce   à   l’utilisation   des « nouvelles 

molécules » : le Bortezomib (premier inhibiteur du protéasome), et le Thalidomide (agent 

immunomodulateur aux propriétés anti-inflammatoires, anti-angiogéniques et anti-tumorales). 

Le Lenalidomide   a   également   été   développé,   il   s’agit   d’une   molécule   analogue   du  

Thalidomide, mais présentant une plus grande efficacité anti-tumorale et une absence de 

neurotoxicité. 

Le traitement actuel du MM repose sur trois piliers : inhibiteur du protéasome 

(Bortezomib), agent immunomodulateur (Thalidomide, Lenalidomide, Pomalidomide), agent 

alkylant (Cyclophosphamide, Melphalan), en association avec une molécule corticostéroïde 

(Prednisone, Dexamethasone). 

En dépit des progrès majeurs dans la connaissance de la biologie du myélome et des 

critères  pronostics,  le  choix  du  traitement  repose  encore  essentiellement  sur  l’âge  du  patient  et  

ses comorbidités. 

Chez les patients de moins de 65 ans, le traitement de première ligne repose 

actuellement   sur   un   traitement   d’induction à trois drogues (inhibiteur du protéasome, agent 

immunomodulateur ou Cyclophosphamide, Dexamethasone)   suivi   d’une   autogreffe  
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conditionnée par du Melphalan  à  fortes  doses  puis  d’un  traitement  de  consolidation  calqué  sur  

la  phase  d’induction  (Moreau and Touzeau 2013). 

Chez les patients de plus de 65 ans ou inéligibles à une autogreffe, plusieurs 

traitements peuvent être recommandés en première ligne : la combinaison Melphalan-

Prednisone-Thalidomide (Facon, et al 2007), la combinaison Melphalan-Prednisone-

Bortezomib (San Miguel, et al 2008), ou la combinaison Lenalidomide-Dexamethasone 

jusqu’à  progression  (Benboubker, et al 2014). 

B. Traitement de la rechute 
Lors  de   la   rechute,   la   reprise  d’un   traitement   comprenant des molécules données en 

première ligne est une option en fonction de la durée et de la qualité de la réponse initiale, 

mais ce traitement peut être complété par de nouvelles molécules. 

De nombreuses nouvelles molécules sont en cours de développement ou déjà 

approuvées par les instances sanitaires. Parmi les plus prometteuses, on peut citer :  

- Le Pomalidomide : un agent immunomodulateur de la famille du Thalidomide et du 

Lenalidomide ayant démontré un bénéfice de survie modéré mais significatif chez des 

malades en rechute (Benboubker, et al 2014). La prise de cette molécule se fait 

oralement. 

- Le Carfilzomib : un inhibiteur du protéasome de nouvelle génération  ayant  l’avantage  

de ne pas avoir la toxicité neurologique du Bortezomib. Le Carfilzomib est approuvé 

aux États-Unis pour le traitement des patients en rechute (Moreau 2012). 

- L’Ixazomib (ou MLN9708) : un inhibiteur du protéasome de nouvelle génération, 

disponible par voie orale, et ayant une faible neurotoxicité (Richardson, et al 2015). 

- L’Elotuzumab   (anti-CS-1) et le Daratumumab (anti-CD38) : deux anticorps 

monoclonaux très prometteurs et aux profils de tolérance excellents actuellement en 

cours  d’essais  cliniques  de  phase  3  (Moreau and Touzeau 2014). 

5) La Dexamethasone et le Myélome Multiple 

A. L’origine	
  des	
  traitements	
  à	
  base	
  de	
  Glucocorticoïdes 
Les glucocorticoïdes (GCs), Dexamethasone et Prednisone, forment les fondations de 

la plupart des traitements du MM. Ils peuvent être utilisés en agent seul, mais plus souvent ils 
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sont   utilisés   en   combinaison   avec   d’autres   traitements   chimiothérapeutiques   comme   le 

Melphalan, le Thalidomide, le Lenaliomide ou le Bortezomib. 

En effet, les GCs ont été testés dans le traitement du myélome pour la première fois 

par Mass en 1962, qui a déterminé que la Prednisone comme agent simple produisait des 

diminutions   significatives   des   Ig   dans   le   sérum  et   une   augmentation   de   l’hématocrite,  mais  

pas de différence sur la survie comparée au placebo (Mass 1962).  D’autres  études  ont  montré  

que la Prednisone, en agent seul, produisait un bénéfice chez les patients ayant un myélome 

de « faible » risque, et avec des réactions de toxicité minimales (McIntyre, et al 1985, 

Salmon, et al 1967).  

En 1969,   l’association classique Melphalan plus Prednisone a été établie par 

Alexanian et al., qui grâce à une étude randomisée ont montré une survie globale supérieure 

de 6 mois de cette combinaison par rapport au Melphalan seul (Alexanian, et al 1969). 

B. La Dexamethasone dans le traitement du MM 
La Dexamethasone (Dex) est un GC synthétique, 25 fois plus puissant que le Cortisol 

et 4 à 5 fois plus puissant que la Prednisone. La Dex est utilisée dans le traitement de 

nombreuses pathologies inflammatoires et autoimmunes, mais également dans le traitement 

du myélome depuis les années 1980. En effet, donnée en combinaison avec la Vincristine-

Doxorubicine (VAD) chez des patients résistants aux traitements standards (Melphalan-

Prednisone) et chez des patients en rechute, la Dex induit des effets sur la masse tumorale 

dans environ 25% des patients dans le premier cas et 45% des patients dans le second 

(Alexanian, et al 1986, Barlogie, et al 1984). L’étude  d’Alexanian  et al., en 1986 a montré 

que la Dex seule était efficace chez environ un quart des patients avec un myélome réfractaire 

et semblait être responsable de la plupart des effets de la combinaison VAD (Alexanian, et al 

1986). Ceci a été confirmé par l’étude  de   la  Dex  en   tant  qu’agent  seul  chez  des  patients  au  

diagnostic réalisée par Alexanian et al., en 1992, qui montre également que la Dex à hautes 

doses fournit un traitement de première ligne simple, efficace et sûr pour quasiment la moitié 

des patients atteints de MM au diagnostic (Alexanian, et al 1992).  

De nos jours, la Dex est utilisée dans toutes les phases du traitement de la maladie, 

aussi bien en traitement  de  première  ligne  qu’à  la  rechute.  Même  si  elle est encore utilisée en 

agent   simple,   la   Dex   à   hautes   doses   est   le   plus   souvent   associée   à   d’autres   agents  

chimiothérapeutiques (Bortezomib, Thalidomide, Lenalidomide, Carfilzomib, 
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Pomalidomide). Le tableau 5 présente les principaux traitements actuellement utilisés dans le 

MM, on note que la quasi-totalité des protocoles inclus un GC et que la Dex est présente dans 

9 traitements sur 13 (Tableau 5) (Rajkumar 2013a).  

 

Traitement Références 

Melphalan-Prednisone (MP) (Kyle and Rajkumar 2004) 

Thalidomide-Dexamethasone (TD) 
(Rajkumar, et al 2006, Rajkumar, et al 

2008) 

Lenalidomide-Dexamethasone (Rd) (Rajkumar, et al 2010) 

Bortezomib-Dexamethasone (VD) (Harousseau, et al 2006) 

Melphalan-Prednisone-Thalidomide (MPT) (Facon, et al 2007, Hulin, et al 2009) 

Bortezomib-Melphalan-Prednisone (VMP) 
(Mateos, et al 2010, Palumbo, et al 

2010, San Miguel, et al 2008) 

Bortezomib-Thalidomide-Dexamethasone (VTD) (Cavo, et al 2010) 

Bortezomib-Cyclophosphamide-Dexamethasone (VCD) (Kumar, et al 2012a, Reeder, et al 2009) 

Bortezomib-Lenalidomide-Dexamethasone (VRD) (Richardson, et al 2010) 

Carfilzomib (Siegel, et al 2012) 

Carfilzomib-Cyclophosphamide-Dexamethasone (CCyD) (Bringhen, et al 2014) 

Carfilzomib-Lenalidomide-Dexamethasone (KRD) (Jakubowiak, et al 2012) 

Pomalidomide-Dexamethasone (Pom/Dex) (Richardson, et al 2014) 

Tableau 5 : Principales combinaisons de traitements dans le MM. 
(d’après (Rajkumar 2013a)). 

 

C. La toxicité de la Dexamethasone 
Tout au long de la maladie, le patient va recevoir de multiples cures de 

glucocorticoïdes et notamment de Dex. Or, les effets secondaires associés aux hautes doses de 

Dex sont variés et peuvent parfois être difficilement tolérables par le patient. En effet, la Dex 

peut  provoquer  des  douleurs  d’estomac,  du  diabète,  l’augmentation  du  risque  d’infection,  des  

changements   d’humeur,   de   l’hyperactivité,   des   insomnies,   des   faiblesses  musculaires,   de   la  

rétention  d’eau  et  des  troubles  de  la  vision. 
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Ces effets indésirables dépendent des doses et de la durée du traitement comprenant de 

la   Dex.   En   1995,   l’Intergroupe   Francophone   du   Myélome   (IFM)   a   initié   une   large   étude  

clinique sur des patients au diagnostic âgés entre 65 et 75 ans pour comparer les effets des 

traitements Melphalan-Prednisone, Melphalan-Dex, Dex seule et Dex-Interferon. Les résultats 

de cette étude ont conclu que les traitements à base de Dex à hautes doses sont associés à une 

toxicité accrue (Facon, et al 2006).   Aussi,   plus   récemment,   les   études   d’associations  

impliquant  de  hautes  doses  de  Dex  dont  l’efficacité  avait  déjà  été  démontrée  (Lenalidomide-

Dex), ont montré que la réduction des doses de Dex pouvait diminuer la toxicité des 

traitements tout en préservant leur efficacité (Dimopoulos and Terpos 2010, Rajkumar, et al 

2010). 

6) Le	
  modèle	
  d’étude 
Lors de cette étude, le modèle utilisé est basé sur une large collection de lignées 

cellulaires humaines de MM et sur des cellules primaires provenant de patients atteints du 

myélome. 

A. Les lignées cellulaires humaines de MM  
Au   laboratoire   nous   disposons   d’un   panel   de 46 lignées cellulaires de MM. 16 des 

lignées cellulaires de MM ont   été   dérivées   en   absence   d’IL-6 et sont pour la plupart 

commercialisées,   30   ont   été   dérivées   en   présence   d’IL-6 dont 29 dans notre laboratoire et 

celui de Bernard Klein (Montpellier). L’analyse   cytogénétique   a   été   réalisée   sur   la   quasi-

totalité des lignées cellulaires. 93% de celles-ci présentent une translocation IGH au niveau du 

locus 14q32, impliquant les gènes MAF dans 26%, CCND1 ou CCND3 dans 35% ou 

MMSET dans 24% (Tableau 6). Sur les 7 lignées restantes, 4 présentent une translocation 

n’engageant  pas  l’un  des  chromosomes  partenaires  récurrents  dans  le  MM.  Deux  lignées  ont  

une translocation impliquant le locus de la chaine  légère  des  Igs  en  22q11,  associée  à  l’un  des  

gènes MAF sur les chromosomes 16 ou 20. Enfin, une lignée ne présente pas de translocation 

impliquant le locus des gènes des Igs (Moreaux, et al 2011). 

L’analyse  par  séquençage  du  gène  TP53  sur  l’ensemble  des  lignées cellulaires de MM 

a permis de mettre en évidence une anomalie au niveau de ce gène dans 29 lignées (63%) 

(Tableau 6) (Moreaux, et al 2011, Surget, et al 2012). 
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Lignées de MM Dérivées en IL-6 Anomalie primaire Statut p53 Translocation IGH Gène dérégulé 
ANBL-6 X 

t(14 ;16) 

MAF 

abn 
BCN X WT 
JJN3  abn 

MM1.S  WT 
NAN1 X abn 

RPMI8226  abn 
XG12 X WT 
XG13 X abn 
XG19 X WT 
L363  t(20 ;22) abn 

NAN6 X t(14 ;20) abn 
XG6 X t(16 ;22) WT 
JIM3  

t(4 ;14) MMSET/FGFR3 

abn 
KMS11  abn 

LP1  abn 
NAN3 X abn/WT 
NAN8 X abn 
NAN9 X WT 

NCI-H929  WT 
OPM2  abn 
XG7 X WT 

XG20 X abn 
XG24 X WT 

Karpas620  

t(11 ;14) CCND1 

abn 
KMS12BM  abn 
KMS12PE  abn 

MDN X WT 
NAN7 X abn 

NAN10 X abn 
SKMM2  abn 

U266  abn 
XG1 X abn 
XG5 X abn 

XG11 X abn 
XG14 X abn 
XG21 X WT 
XG23 X WT 

KMM1  t(6 ;14) CCND3 abn/WT 
XG22 X WT 
AMO1  t(12 ;14) 

inconnu 

WT 
XG2 X abn 
SBN X 

t(14 ;?) 

WT 
XG3 X WT 
XG4 X abn/WT 

XG10 X WT 
XG16 X aucune abn 

Tableau 6 : Caractéristiques des lignées cellulaires humaines de MM. 
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B. Représentativité de la diversité du MM 
Le travail sur des lignées cellulaires est très important pour améliorer la 

compréhension de la pathogénèse du myélome, des mécanismes de sensibilité et de résistance 

aux traitements et donc le développement de nouvelles thérapies. Cependant, de nombreuses 

études sont réalisées sur un nombre limité de lignées cellulaires ne prenant pas en compte la 

diversité du MM. 

L’analyse  de  la  cohorte  dont  nous  disposons  au  laboratoire,  présentée  dans  le  tableau  

6, a permis de mettre en évidence une prévalence des translocations IGH impliquant le locus 

14q32 relativement proche de celle observée chez les patients faisant parti du groupe des non-

hyperdiploïdes.  Malgré  la  forte  prévalence  des  translocations  IGH,  l’analyse  du  transcriptome 

de ces lignées de MM a pu mettre en évidence un sous-groupe de lignées (30%) portant une 

signature caractéristique des hyperdiploïdes, avec la surexpression de gènes tels que CTA 

(Cancer Testis Antigen) ou FRZB (code pour les « secreted frizzled related protein ») 

(Moreaux, et al 2011).  De  plus,  c’est  travaux  ont  mis  en  évidence  que  la  cohorte  de  lignées  de  

MM présente une prévalence de mutations Ras proche de celle retrouvée chez les patients. 

Cependant, le pourcentage de mutations de TP53 est plus élevé dans les lignées que celui 

retrouvé chez les patients. Ceci, peut être expliqué par le stade avancé de la maladie chez les 

patients, souvent des leucémies  à  plasmocyte,  dont   les  prélèvements  ont  permis  d’établir   les  

lignées cellulaires. En effet, ces stades avancés présentent une plus forte prévalence de 

mutations de TP53. 

La cohorte de lignées de MM présente donc des variations aussi bien en termes 

d’anomalies   cytogénétiques,   en   termes   de   dépendance   à   l’IL-6,   qu’en   termes   de   profil  

transcriptomique.  Cette   cohorte  est  donc   représentative  de   l’hétérogénéité  caractéristique  du  

myélome 

 

  



25 
 

II. LES GLUCOCORTICOIDES 

1) Généralités 
Les glucocorticoïdes (GCs) sont des hormones stéroïdiennes synthétisées et sécrétées 

sous le contrôle de   l’axe   hypothalamo-hypophyso-surrénalien en réponse à un stress. Ce 

stress, qui peut être de différentes natures, environnementale,   de  nociception  ou  d’émotion, 

stimule l’hypothalamus  qui  libère  de  la  corticolibérine  qui  à  son  tour  va  stimuler  la  libération  

d’adrénocorticotrophine   (ACTH)   par   l’hypophyse.   L’ACTH   va   ensuite   agir   sur   le   cortex  

surrénalien pour induire la sécrétion de GCs qui exerceront divers effets tissu-spécifiques 

(Figure 2) (Cruz-Topete and Cidlowski 2015, Smith and Cidlowski 2010). 

 

Figure 2 : Régulation de la sécrétion des glucocorticoïdes par l'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien. 

(d’après   (Oakley and Cidlowski 2013)). CRH : corticolibérine, ACTH : 
adénocorticotrophine 

 

En effet, les GCs peuvent influencer les activités et fonctions de la plupart des cellules 

et tissus, comme le métabolisme intermédiaire (homéostasie du glucose, métabolisme des 
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protéines, lipides et glucides), le tonus vasculaire, le système nerveux central (humeur, cycle 

éveil/sommeil et cognition) et réguler le développement (des poumons par exemple) (Sionov, 

et al 2008). Les GCs présentent également une importante fonction homéostatique sur le 

système immunitaire, prévenant une réponse excessive et nocive à une blessure ou infection 

(Clark and Belvisi 2012). Ces propriétés anti-inflammatoire et immunomodulatrice des GCs 

ont conduit à leur utilisation comme outil thérapeutique dès les années 1940 par le Dr. Philip 

Hench   dans   le   traitement   de   l’arthrite   rhumatoïde, puis leur   utilisation   s’est rapidement 

étendue pour   traiter   tous   les   troubles   d’inflammation   chronique   (asthme,   rhinite   allergique,  

maladies   autoimmunes…)   (Clark and Belvisi 2012, Cruz-Topete and Cidlowski 2015). De 

plus, les GCs sont co-administrés avec des traitements anti-cancéreux pour prévenir les effets 

secondaires provoqués par les traitements et pour soulager les douleurs, nausées et 

vomissements. Ils sont également utilisés dans les cancers solides pour réduire la toxicité 

aigüe qui suit la chimiothérapie. En effet, des études ont montré que les GCs protègent 

certains tissus normaux des effets à long terme des traitements cytotoxiques, comme par 

exemple la moelle osseuse en protégeant les cellules souches hématopoïétiques (Elmas, et al 

2005, Kim, et al 2008, Kriegler, et al 1994). Enfin, les GCs ont un rôle essentiel dans le 

traitement des hémopathies malignes grâce à leur effet antiprolifératif et leur habilité à induire 

l’apoptose   de   ces   cellules   cancéreuses. Les GCs sont donc inclus et efficaces dans les 

protocoles de chimiothérapie des leucémies aigues lymphoblastiques (LAL), du myélome 

multiple (MM), des leucémies chroniques lymphocytiques (LCL) et des lymphomes non-

Hodgkiniens (LNH). En revanche, les leucémies aigues myéloïdes (LAM) et les leucémies 

myéloïdes chroniques (LMC) sont résistantes à la thérapie par les GCs. 

Les GCs sont de petites molécules lipophiles dérivées du cholestérol par une série de 

réaction   enzymatiques.   Le   Cortisol   est   le   principal   GC   chez   l’homme.   Les GCs les plus 

souvent utilisés en clinique sont des GCs de synthèse (Prednisone, Dexamethasone, 

Paramethasone…) dont le pouvoir anti-inflammatoire a été largement augmenté par rapport 

aux GCs naturels (Cortisol),  notamment  grâce  à  l’augmentation  de  leur  demi-vie.  

2) Mécanismes	
  d’action	
  des	
  GCs 

A. Génomique 
Les GCs ont une nature lipophile   qui   leur   permet   d’être   biodisponibles   et   de   passer  

facilement la membrane plasmique par une diffusion passive. Une fois dans la cellule, les 
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GCs exercent leurs effets physiologiques en se liant sur le récepteur aux GCs (GR) qui est 

exprimé de façon ubiquitaire.   En   absence   d’hormone,   le  GR   réside   principalement   dans   le  

cytoplasme   de   la   cellule   sous   la   forme   d’un   hétérocomplexe   composé   de   protéines  

chaperonnes   (hsp90,   hsp70,   et   p23)   ainsi   que   d’immunophilines   de   la   famille   FK506  

(FKBP51 et FKBP52). Ces protéines maintiennent le GR sous une conformation inactive 

mais   qui   favorise   l’affinité   pour   la   fixation   du   ligand   (Oakley and Cidlowski 2013). Après 

fixation du GC, le GR subit un changement de conformation résultant à la dissociation des 

protéines associées et à sa translocation rapide au noyau où il peut réguler la transcription de 

nombreux gènes positivement ou négativement (Figure 3).  

 

 

Figure 3 : Mécanisme d'action du GR, transactivation / transrépression. 
(d’après  (Ratman, et al 2013)). Le GR activé peut agir par de multiples mécanismes. 

Les glucocorticoïdes peuvent agir soit par la modulation de la membrane indépendamment du 
GR, par un GR membranaire (mGR) ou cytoplasmique pour induire des effets non 
génomiques. Le GR cytoplasmique activé par la fixation de son ligand change de 
conformation, perd une partie de son complexe de protéines chaperonnes et est dirigé vers le 
noyau. Ici, le GR activé peut avoir des effets positifs ou négatifs sur la transcription via 
différents mécanismes, dont des mécanismes variés impliquant des  interactions  avec  l’ADN.  
GRE : Glucocorticoid Response Element, TF : Facteur de Transcription. 
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Les modulations transcriptionnelles induites par le GR sont décrites par différents 

mécanismes :  

1. Direct :  

L’homodimère   de   GR   activé se lie directement à l’ADN   via   une   séquence  

palindromique appelée Glucocorticoid-response element (GRE) dans le promoteur du gène 

cible, conduisant ainsi à  sa  transactivation.  Cette  induction  de  l’expression  du  gène  cible  est  

permise  grâce  à  l’interaction  de  l’homodimère  de  GR avec la machinerie transcriptionnelle de 

base et au recrutement de co-activateurs   et   d’autres   facteurs   de   transcription.   Ces   co-

activateurs  vont  induire  l’acétylation  des  histones  et  permettre  la  transactivation  du  gène  cible. 

Le GR homodimérisé peut également  se  fixer  sur  des  séquences  consensus  d’élément  

de réponse négative (nGRE), également palindromique, ce qui peut induire soit le 

déplacement de co-activateurs  ou  le  recrutement  d’un  complexe  co-répresseur comprenant des 

histones déacétylases et ainsi  conduire  à  la  répression  de  l’expression  du  gène  cible. 

2. Tethering (attachement) 

Le   GR   sous   forme   d’homodimère   (ou   de   monomère)   peut   induire   ou   inhiber   la  

transcription de gènes cibles par « attachement »,   c’est-à-dire, par interaction protéine-

protéine avec un facteur de transcription fixé sur sa propre séquence consensus au niveau du 

promoteur du gène cible. Par exemple, le GR peut physiquement interagir avec le nuclear 

factor-κB   (NF-κB)   et   l’activator   protein-1 (AP-1), ce qui inhibe leur capacité à induire la 

transcription de gènes pro-inflammatoires. 

3. GRE composite 

Enfin,   l’homodimère   de   GR   activé   peut   se   fixer   sur   sa   séquence   consensus   GRE,  

interagir avec le facteur de transcription voisin fixé sur sa propre séquence, et ainsi moduler 

positivement ou négativement  l’expression  du  gène  cible. 

B. Non-génomique 
Même si les principaux effets des GCs sont médiés par des réponses 

transcriptionnelles allant de quelques minutes à des heures, il est également décrit que le GR 

peut exercer un effet non-génomique rapide par modulation direct des voies de signalisation 

en quelques secondes. En effet, le GR pourrait interagir directement avec des kinases comme 

les ERKs (extracellular signal-regulated kinases), les JNKs (c-Jun NH2-terminal kinases), les 
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isoformes p38 et ERK5 (Ayroldi et al, 2012). Par exemple, le non-récepteur thyrosine-kinase 

c-Src associé au complexe du GR cytoplasmique inactif, peut être libéré lors du changement 

de  conformation  du  GR  dû  à  la  fixation  de  l’hormone,  et  ainsi  activer  différentes cascades de 

kinases. (Oakley and Cidlowski 2013). A ce jour, les mécanismes détaillés et les implications 

biologiques de ces effets non-génomiques ne sont pas élucidés. 

C. Transrépression / Transactivation 
La  transactivation   induite  par   les  GCs  résulte  de   la   fixation  de   l’homodimère  de  GR  

activé  par   la   fixation  de   l’hormone, sur la séquence consensus palindromique GRE du gène 

cible, induisant ainsi son expression (Figure 3). 

La transrépression est le mécanisme par lequel le GR activé par son ligand est recruté 

indirectement   au   niveau   des   sites   de   régulation   d’un   gène   et   inhibe   son   expression, en 

interagissant de manière protéine-protéine avec les facteurs de transcriptions fixés sur leur 

propre site  de  fixation  à  l’ADN (exemple NF-κB  et  AP-1) (Figure 3). 

Les GCs ont plus largement été étudiés pour leur effet anti-inflammatoire et de 

nombreux  auteurs  s’entendent  sur   l’hypothèse  de   la   tranrépression. Cette hypothèse suggère 

que la majorité des effets thérapeutiques anti-inflammatoires et immunosuppresseurs des GCs 

sont dus à la transrépression, alors que la transactivation est responsable de la plupart des 

effets secondaires. Cette hypothèse a donc conduit de nombreux chercheurs à développer de 

nouvelles  molécules  pouvant  dissocier  l’activation du GR privilégiant la transrépression à la 

transactivation. (Ayroldi, et al 2014, Belvisi, et al 2001, Clark and Belvisi 2012, De Bosscher, 

et al 2014). Cependant, plus récemment, un nouveau rôle de la transactivation par le GR dans 

la réponse immuno-supressive des GCs a émergé, grâce à la caractérisation fonctionnelle de 

plusieurs protéines anti-inflammatoires induites par les GCs, comme par exemple le 

Glucocorticoid-induced   leucine  zipper   (GILZ)   qui   inhibe   l’activation  de   différentes   cellules  

immunes  en  condition  d’inflammation  (Cheng, et al 2014). 

D. Les effets secondaires 
Au niveau   physiologique,   l’homéostasie du niveau de GCs est maintenue par une 

boucle de rétro-contrôle négatif inhibant la sécrétion de corticolibérine  et  d’ACTH  par  l’axe  

hypothalamo-hypophysaire. Cependant, les GCs synthétiques présentent une plus forte 

puissance   et   une   clairance   métabolique   plus   longue   que   les   GCs   naturels,   c’est   pourquoi,  

malgré des effets thérapeutiques indéniables, les GCs utilisés généralement à fortes doses et 
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sur de longues périodes provoquent de nombreux effets secondaires. Ceux-ci incluent le 

diabète  sucré,  des  psychoses,  des  troubles  de  l’humeur,  une  atrophie  de  la  peau  avec  altération  

de  la  cicatrisation,  de  l’hypertension, une atrophie des muscles, des troubles du métabolisme 

des graisses et une redistribution des tissus adipeux, des glaucomes et cataractes, un 

disfonctionnement   de   l’axe   hypothalamo-hypophyso-surrénalien, une susceptibilité aux 

infections  et  de  l’ostéoporose. 

3)  Le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) 

A. Généralités 
Les GCs exercent leur effet en se fixant sur leur récepteur, le GR, un facteur de 

transcription induit par la fixation de son ligand et membre de la superfamille des récepteurs 

nucléaires. Le GR est une   molécule   d’environ   100kDa exprimée de façon ubiquitaire et 

produite à  partir  d’un  unique  gène,  NR3C1,  localisé  chez  l’homme  sur  le  chromosome  5q31-

32. Cependant, l’expression  du  GR  est  soumise  à des processus alternatifs (épissage, initiation 

de la traduction) conduisant à de multiples sous-types de GR fonctionnellement distincts. 

B. Structure 
Le GR est un membre de la famille des récepteurs hormonaux nucléaires de type I 

caractérisés  par  la  formation  d’homodimères  et  la  présence  de  trois  fonctions distinctes. Ces 

trois fonctions sont définies par trois domaines spécifiques (Figure 4) :  

- le domaine N-terminal   (NTD)   qui   présente   le   domaine   à   fonction   d’activation  

transcriptionnelle (AF) -1 qui contient la majorité des résidus sujets aux modifications 

post-traductionnelles (PTMs). Le NTD est essentiel pour le recrutement de co-

régulateurs et de la machinerie transcriptionnelle de base. 

- le  domaine  central  de  liaison  à  l’ADN  (DBD) est constitué de deux motifs en doigts de 

zinc impliquées dans la liaison à   l’ADN au niveau des séquences appelées 

Glucocorticoid-response   element   (GRE).   Il   s’agit   de   la   région   la   plus   conservée   au  

sein de la famille des récepteurs nucléaires. 

- le domaine C-terminal de fixation du ligand (LBD), qui est relié au DBD par une 

région charnière flexible (H), est  composé  de  12  hélices  α et de 4 feuillets β formant 

une poche hydrophobe pour la fixation du GC. Il contient également un domaine AF-2 

qui interagit avec les co-régulateurs de manière ligand dépendante. 
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Deux signaux de localisation nucléaire (NL1 et NL2) sont présents à la jonction du 

DBD et de la région charnière, et dans le LBD, respectivement. 

 

 

Figure 4 : Structure du récepteur aux glucocorticoïdes et sites de modifications 
post-traductionnelles. 

(d’après   (Oakley and Cidlowski 2013)). Sont représentés les domaines du GR et les 
régions du récepteur impliquées dans la transactivation (AF1 et AF2), la dimérisation, la 
localisation nucléaire et la liaison à Hsp90.   Les   résidus   d’acides   aminés   modifiés   par  
phosphorylation (P), sumoylation (S), ubiquitination (U) et acétylation (A) sont également 
représentés. 

 

C. Isoformes 
Chez  l’homme,  le  gène  codant  pour  le  GR  est  composé  de 9 exons. Le domaine NTD 

du  GR  est  principalement  codé  par  l’exon  2,  le  DBD  par  les  exons  3  et  4,  et  le  LBD  par  les  

exons 5 à 9. Malgré  la  présence  d’un  unique gène codant pour le GR, il existe de nombreuses 

isoformes du GR. 

1. D’épissage 

Le  GR   exprimé   de  manière   prédominante   dans   les   tissus   humains   est   l’isoforme   de  

taille   entière   GRα.   Un   épissage   alternatif   de   l’ARN   pré-messager du GR génère cinq 

isoformes  distinctes,  GRα,  GRβ,  GRγ,  GR-A et GR-P (Figure 5). Parmi celles-ci,  les  GRα  et  

GRβ   sont   les   plus   largement   exprimées. Ces deux isoformes diffèrent par leur domaine C 

terminal et sont associées à des réponses distinctes aux GCs. Le GRα   est   l’isoforme 

« classique » du GR, elle est plus fortement exprimée que  le  GRβ  et  conduit à la plupart des 

actions biologiques des GCs. L’isoforme  GRβ   présente   plusieurs propriétés différentes. En 
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effet, elle est principalement localisée dans le noyau, ne  peut  ni  fixer  d’agoniste  des  GCs,  ni  

activer   les   gènes   de   réponse   aux   GCs.   Cependant,   lorsque   le   GRβ   est   co-exprimé avec le 

GRα,  il  fonctionne  comme  un  dominant  négatif  et  agit  comme  un  antagoniste  de  l’activité  du  

GRα au  niveau  de  la  régulation  de  l’expression des gènes de réponse aux GCs. En effet, les 

mécanismes proposés pour cet antagonisme seraient une compétition au niveau de la liaison 

aux  GRE,  une  compétition  pour  l’interaction  avec  les  co-régulateurs de la transcription, ainsi 

que la formation d’hétérodimères inactifs   GRα/GRβ (Cruz-Topete and Cidlowski 2015, 

Oakley and Cidlowski 2013, Smith and Cidlowski 2010). Des études ont montré que 

l’augmentation  du  niveau  d’expression  du  GRβ pourrait être associée avec une résistance aux 

GCs dans des troubles inflammatoires (Lewis-Tuffin and Cidlowski 2006). Cependant, les 

mécanismes  gouvernant  les  actions  du  GRβ  restent  encore  méconnus.   

 

 

Figure 5 : Variants d'épissage du récepteur aux glucocorticoïdes. 
(d’après  (Oakley and Cidlowski 2013)). Le transcrit primaire du GR est composé de 9 

exons.  L’exon  2  code  pour  le  domaine  NTD,  les  exons  3  et  4  codent pour le domaine DBD et 
les  exons  5  à  9  codent  pour   la   région  charnière   (H)  et   le  domaine  LBD.  Le  GRα  résulte  de  
l’épissage  de  l’exon  8  avec  le  début  de  l’exon  9.  GRβ,  GRγ,  GR-A et GR-P sont générés par 
les  évènements  d’épissage  alternatifs  représentés. 

 

Les  isoformes  GRγ,  GR-A et GR-P sont les moins bien caractérisées et celles dont les 

rôles  physiologiques  sont   les  moins  compris.  Le  variant  d’épissage  GRγ  présente  l’insertion  

de   trois   bases   supplémentaires   dans   le   domaine   DBD   résultant   à   l’insertion   d’un   résidu  
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arginine entre les deux structures en doigts de zinc, ce qui réduit sa capacité transcriptionelle. 

Cette  isoforme  peut  fixer  les  GCs  et  se  lier  à  l’ADN  de  façon  similaire  au  GRα.  L’expression  

du  GRγ   est   associée   à   une   résistance   aux  GCs   chez   des patients atteints de carcinome du 

poumon  à  petites  cellules,  d’adénome  corticotrope,  et  de  leucémie  aigue  lymphoblastique  de  

l’enfant  (Beger, et al 2003, Ray, et al 1996, Rivers, et al 1999). Il manque les exons 5 à 7 au 

variant   d’épissage   GR-A   donnant   un   LBD   tronqué   dont   l’activité   de   transactivation   est  

manquante. Enfin, ce sont les exons 8 et 9 qui manquent   à   l’isoforme   GR-P, donnant 

également un LBD tronqué ne permettant pas la fixation du GC (Oakley and Cidlowski 2013). 

2. Traductionnelles 

En  plus  de  l’épissage  alternatif,  des  isoformes  supplémentaires  sont  produites  à  partir  

de  sites  alternatifs  d’initiation  de  la  traduction.  En  effet,  huit  codons  AUG  dérivés  de  l’exon  2  

donnent lieu à huit sous-types  d’isoformes  avec  des  régions  NTD  de  plus  en plus courtes. Par 

exemple, la traduction de l’isoforme   d’épissage GRα conduira   à   l’expression   de   huit  

isoformes traductionnelles GRα-A, GRα-B, GRα-C1, GRα-C2, GRα-C3, GRα-D1, GRα-D2 

et GRα-D3 (Figure 6). L’ensemble   des   isoformes   d’épissage   GRβ,   GRγ,   GR-A et GR-P 

possèdent   le  même  nombre  de  sites  d’initiation  et  donc peuvent présenter le même éventail 

d’isoformes  traductionnelles  (Oakley and Cidlowski 2013). 

Les  différentes  isoformes  traductionnelles  du  GRα  ont  une  affinité  pour  les  GCs  ainsi  

qu’une   capacité   d’interaction   avec   les   GREs   après   activation   par   le   ligand,   similaires.  

Cependant,  ils  montrent  des  différences  pour  d’autres  propriétés.  En  effet,  les  isoformes  GRα-

A,   GRα-B   et   GRα-C   sont   localisées   au   niveau   du   cytosol   en   absence   d’hormone   et  

transloquées   au   noyau   après   liaison   du  GC,   alors   que   les   isoformes  GRα-D sont présentes 

constitutivement au noyau. Aussi, les études de Lu et al. et de Wu et al. en 2007 et 2013 

montrent que chaque sous-types  d’isoformes  du  GRα  présentent  des  profils  de  régulation  de 

gènes  différents.  En  effet,   l’expression  des   isoformes  GRα-C dans les cellules U-2 OS, une 

lignée  cellulaire  d’ostéosarcome  n’exprimant  pas  de  GR  endogène,  augmente   l’induction  de  

mort par la Dexamethasone (Dex)   par   rapport   à   l’expression   des   autres   sous-types 

d’isoformes  du  GRα.  Ceci  est  dû  à   la   régulation  sélective  de   l’induction  de   l’expression  du  

Granzyme  A  et  de  la  caspase  6  par  le  GRα-C (Lu, et al 2007). Les travaux de Wu et al. en 

2013, réalisés dans la lignée de leucémie lymphoblastique T, Jurkat, résistante à la mort 

induite   par   les   GCs   dû   à   son   faible   niveau   d’expression   du   GR,   montrent   également   que  

l’expression  du  GRα-C  permet  d’induire  plus  efficacement  la  mort  par  la  Dex  par  rapport  aux  
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GRα,   -A et –B.   De   plus,   ils   montrent   que   les   cellules   n’exprimant   que   le   GR-D sont 

insensibles  à  cette  induction  de  mort.  L’expression  du  GRα-C  permet  l’inhibition  de  MYC  et  

l’induction  de  Bim  de  manière  plus  efficace  que  les  autres  isoformes (Wu, et al 2013). 

 

 

Figure 6 : Isoformes traductionnelles du récepteur aux glucocorticoïdes. 
(d’après   (Oakley and Cidlowski 2013)).   L’initiation   de   la   traduction   à   partir   de   8  

codons « start »   AUG   (indiqués   par   un   astérisque)   dans   le   seul   ARNm   GRα   produit   8  
isoformes du récepteur avec des domaines NTD de plus en plus courts. UTR : région non-
traduite. 

 

Si  les  isoformes  GRα-A et GRα-B sont les plus abondantes au niveau protéique dans 

de nombreux types cellulaires, des études récentes ont montré que la composition en 

isoformes   GRα   dans   une   cellule   ou   un   tissu   donné   peut   varier   en   réponse   à   différentes  

conditions (Sinclair, et al 2012, Wu, et al 2013).  Ces  modifications  d’expression  d’isoformes  

du   GRα   pouvant   aboutir   à   une   hypersensibilité   ou à une résistance aux GCs, des études 

supplémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes cellulaires qui contrôlent 

l’expression  de  ces  différentes  isoformes  de  traduction. 
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D. Modifications post-traductionnelles 

1. Phosphorylations 

Chaque  isoforme  du  GR  issue  des  procédés  d’épissage  et  de  traduction  alternatifs, est 

sujette à un éventail de PTMs qui vont moduler leur fonction et élargir le répertoire de sous-

types de récepteurs disponibles lors de la réponse aux GCs (Figure 4). La première PTM 

identifiée et la plus étudiée est la phosphorylation du GR. Le  GRα  peut être phosphorylé par 

différentes kinases, comme MAPK, GSK-3 et cyclin-dependent kinase, sur au moins 7 résidus 

sérines (Ser-113, Ser-134, Ser-141, Ser-203, Ser-211, Ser-226 et Ser-404). Tous ces résidus 

sont situés dans le domaine NTD du récepteur. La plupart de ces sites présentes un état basal 

de faible phosphorylation et deviennent hyperphosphorylés après la liaison des GCs. La 

structure du GC fixé sur le GR peut influencer le motif et le niveau de phosphorylation. L’un  

des  effets  majeurs  de  la  phosphorylation  est  le  changement  de  l’activité  transcriptionnelle  du  

récepteur. Des études ont démontré que la transfection de mutants du GR dont la 

phosphorylation est déficiente, conduit à la modification de leur capacité à activer certains 

gènes de réponse aux GCs (Webster, et al 1997). Aussi, un défaut de phosphorylation de la 

Ser-211 pourrait contribuer à la résistance à la mort induite par les GCs développée par les 

cellules lymphoïdes malignes (Miller, et al 2007, Miller, et al 2005). 

De  plus,  l’état  de  phosphorylation  des  sérines  au  sein  du  domaine  AF-1 impacterait le 

recrutement des cofacteurs au niveau du promoteur du gène de réponse aux GCs. En effet, le 

recrutement du co-activateur   MED14   par   le   GRα   est   augmenté   par   la   phosphorylation  

dépendante du GC de la Ser-211 (Chen, et al 2008),  alors  que  les  interactions  du  GRα  avec  le  

co-activateur p300/CBP et la sous-unité p65 de NF-κB  sont  diminuées  par  la phosphorylation 

de la Ser-404 (Galliher-Beckley, et al 2008). 

Enfin,   l’état   de   phosphorylation   du   GRα   altère   également   d’autres   propriétés   du  

récepteur, comme sa stabilité qui est diminuée par certaines phosphorylations dépendante du 

GC, ou sa distribution cellulaire. 

2. Ubiquitination 

D’autres   PTMs   ont   été   montrées   comme   pouvant   modifier   la   fonction   du   GR.  

L’ubiquitine   est   une   protéine   de   76   acides   aminés   qui   une   fois   fixée   à   un   résidu   lysine  

spécifique, marque les protéines pour la dégradation par le protéasome.  L’ubiquitination  du  
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GRα  au  niveau  du  résidu   lysine  conservé,  Lys-419, est montrée comme ciblant le récepteur 

pour son renouvellement par la protéasome (Wallace and Cidlowski 2001). 

3. Sumoylation 

La sumoylation correspond au processus par lequel des peptides SUMO (small 

ubiquitin-related modifier) sont fixés de manière covalente à des résidus lysines spécifiques 

(Lys-277, Lys-293, Lys-703) du récepteur. Cette sumoylation se déroule en absence de ligand 

et est augmentée par la fixation de GCs. En fonction du site de sumoylation, elle peut aboutir 

à  l’augmentation  ou  la  répression  de  l’activité  transcriptioinnelle  du  GRα,  via  l’altération  du  

recrutement  ou  de  l’activité  des  corégulateurs (Oakley and Cidlowski 2013). 

4. Acétylation 

Enfin,  l’acétylation  du  GRα  sur  les  résidus  lysines  494  et  495  localisés  dans  la  région  

charnière du récepteur, en réponse à la fixation de GCs, pourrait également moduler son 

activité transcriptionnelle (Oakley and Cidlowski 2013). 

E. Polymorphismes 
Il existe différents polymorphismes du gène codant le GR qui peuvent altérer la 

séquence   d’acides   aminés   du   récepteur   et   ainsi   affecter   sa   fonction   d’activateur   ou   de  

répresseur transcriptionnel. 

Le polymorphisme du GR ER22/23EK est présent chez environ 3% de la population et 

donne lieu au  changement  d’une  arginine  par  une  lysine  au  sein  du  NTD.  Ce polymorphisme 

du GR présente une activité transcriptionnelle réduite, et est donc associé à une insensibilité 

aux GCs. 

Le polymorphisme N363S est présent chez environ 4% de la population et conduit à la 

substitution   d’une   asparagine   en   sérine   au   sein   du   NTD   du   GR.   Contrairement   au  

polymorphisme ER22/23EK, celui-ci   augmente   l’activité   transcriptionnelle   du   GR et est 

associé à une hypersensibilité aux GCs (Oakley and Cidlowski 2013). Cependant, ce 

polymorphisme  N363S  n’a   jamais   été   associé   à   un  avantage   thérapeutique  notamment  dans  

les leucémies aigues lymphoblastiques (Tissing, et al 2005b). 
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4) Apoptose induite par les GCs dans les cellules 
lymphoïdes 

Les effets des GCs sur les lymphocytes sont largement étudiés depuis des années, ils 

comprennent   l’induction   de   l’arrêt   du   cycle   cellulaire   en   phase   G1   et   la   mort   cellulaire  

programmée (apoptose) des thymocytes immatures, des cellules lymphocytaires pré-B, des 

lymphocytes T matures périphériques, et de plusieurs lignées cellulaires de leucémie (Planey 

and Litwack 2000). Cependant, même si la réponse aux GCs a largement été étudiée dans les 

cellules lymphoïdes, la grande majorité des études a été effectuée dans des cellules T. 

Dans ce paragraphe, les données présentées ne seront pas exhaustives, mais donnerons 

un aperçu des travaux déjà réalisés et des effets des GCs sur les cellules lymphoïdes. 

L’induction   de   ces   mécanismes   nécessite   l’expression   d’un   GR   fonctionnel   et  

l’initiation   du   signal   de   transduction   par   la   fixation   du  GC   sur   le   récepteur. De nombreux 

gènes dont l’expression  peut être augmenté ou diminué en réponse aux GCs ont été identifiés. 

C’est   le   cas   de   l’oncogène   c-myc dont la répression par les GCs a été montrée dans les 

lymphocytes T et les cellules humaines pré-B 380 et 697 (Alnemri, et al 1992, Yuh and 

Thompson 1989).  Ces   études   suggèrent  que   la  diminution  de   l’expression  de   c-myc par les 

GCs  pourrait  être  directement  impliquée  dans  l’inhibition  de  la  prolifération  et l’induction  de  

l’apoptose  des  lymphocytes. Les  gènes  dont  le  niveau  d’expression  est  augmenté  en  réponse  

aux GCs inclus les membres de la famille AP-1, c-jun et c-fos, la calmoduline, la β-

galactoside binding protéine, la clusterine et des gènes codant pour des protéines de la famille 

Bcl-2.  

A. Dans les thymocytes 
Les  GCs  induisent  l’apoptose  des  thymocytes via la synthèse de protéines dépendante 

du GR (Bruscoli, et al 2006, Cohen and Duke 1984). Certaines études ont montré que la voie 

mitochondriale   de   l’apoptose   est   impliquée   dans   la   mort   induite   par   les   GCs   dans   les  

thymocytes,  notamment  via   l’implication  de  protéines  anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. 

En effet, Sentman et al. en 1991, ont démontré que la surexpression de Bcl-2, dans un modèle 

de souris transgéniques, protège les thymocytes immatures de la mort induite par les GCs. 

Aussi,  l’étude  de  Grillot  et al. en 1995 a mis en évidence, également via un modèle de souris 

transgénique, que l’augmentation   de   l’expression   de   la   protéine   anti-apoptotique Bcl-xL 

inhibe   l’induction   de   mort   par   les   GCs   des   thymocytes   immatures   (Grillot, et al 1995, 
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Sentman, et al 1991). Enfin, les travaux de Wang et al. en 1999 ont révélé que la voie de 

survie NF-κB/c-myc est ciblée par les GCs dans les thymocytes immatures in vivo. En effet, 

ils  ont  mis  en  évidence  que  le  traitement  par  la  Dex  induit   l’expression  d’IκBα  et  d’IκBβ  et  

diminue  la  liaison  à  l’ADN  de NF-κB  (Wang, et al 1999). 

B. Dans le développement des lymphocytes T 
L’un   des   effets   biologiques   des   GCs   le   plus   prédominant   sur   les   lymphocytes   est 

l’induction   d’apoptose.   Notamment   dans   le   thymus   où   les   cellules   doubles   positives   CD4+ 

CD8+ sont les plus sensibles. Le rôle des GCs naturels dans le développement des thymocytes 

a   été   suggéré   pour   la   première   fois   par   Jaffe   en   1924,   lorsqu’il   a   montré   que   l’ablation  

bilatérale des glandes surrénales conduisait à une hypertrophie du thymus (Jaffe 1924). 

Lors du développement des thymocytes, la spécificité pour le ligand du récepteur de 

l’antigène   des   cellules   T (TCR) détermine largement la vie ou la mort du thymocyte 

immature. Lors de la sélection positive, les thymocytes présentant   des   TCR   dont   l’avidité 

pour un complexe   majeur   d’histocompatibilité   du soi est trop faible, ne reçoivent pas de 

signaux de survie et meurent par « négligence », les thymocytes  avec  des  TCR  dont  l’avidité 

pour un antigène du soi est trop forte meurent par apoptose lors de la sélection négative. Les 

thymocytes présentant des TCR avec une avidité intermédiaire survivent et se différencient en 

cellules T immunocompétentes matures (Ashwell, et al 1996). 

Comment l’avidité  du  TCR  peut  être  interprétée comme un signal de survie ou de mort 

n’est   pas   connu.  Cependant, il a été proposé que les GCs interagissent avec le TCR via un 

« antagonisme mutuel » lors de la sélection des lymphocytes T. Ceci provenant du fait que la 

stimulation   du   TCR   protège   les   cellules   T   de   l’apoptose   induite   par   les   GCs,   et  

réciproquement,  les  GCs  préviennent  la  mort  cellulaire  induite  par  l’activation  du  TCR.  Dans 

ce modèle d’antagonisme  mutuel,  les  GCs  agiraient  comme  un  rhéostat  en  modulant  le  seuil  

de  l’apoptose  induite  par  l’activation  du  TCR  lors  de  la  sélection  des  thymocytes (Smith and 

Cidlowski 2010).  

Aussi,  il  a  été  montré  que  l’apoptose  des  cellules  T  induite  par  les  GCs  est  régulée  par  

l’expression   de   la   protéine anti-apoptotique Bcl-2 qui varie au cours de la sélection des 

lymphocytes T, et que le  profil  d’expression de Bcl-2 est responsable de la susceptibilité des 

cellules à l’apoptose  induite  par  les  GCs (Nakayama, et al 1993, Siegel, et al 1992).  
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C. Dans les hémopathies malignes 
Le potentiel thérapeutique des GCs synthétiques dans le traitement des hémopathies 

malignes   a   été   suggéré   pour   la   première   fois   en   1943,   lorsque   l’administration  

d’hydroxycorticosterone  a  induit  l’apoptose  de  lymphocytes  malins  chez  la  souris  (Dougherty 

and White 1943). Suite à cette observation, les GCs synthétiques ont été ajoutés aux 

traitements des leucémies et des lymphoblastomes, enfin de nos jours, les GCs ont une place 

majeure dans le traitement de toutes les hémopathies malignes (Smith and Cidlowski 2010). 

5) Mécanismes induisant l’apoptose par les GCs 
Dans tous les types cellulaires étudiés, les GCs semblent agir par la voie intrinsèque de 

l’apoptose.  En  effet,  les  GCs  peuvent  engendrer  la  mort  cellulaire  par  l’induction  de  membres  

pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, comme Bim, Bid et Bad (Lu, et al 2007, Wang, et al 

2003) ou par la répression de membres anti-apoptotiques, comme Bcl-2, Mcl-1 et Bcl-xL 

(Casale, et al 2003, Lu, et al 2007, Rogatsky, et al 1999). La mort induite par les GCs est 

compromise dans les thymocytes provenant de souris déficientes pour la protéine pro-

apoptotique Apaf1 ou déficientes pour la caspase 9 (Kuida, et al 1998, Yoshida, et al 1998). 

Enfin, les thymocytes de souris présentant une double déficience pour les effecteurs Bak et 

Bax sont résistants à l’apoptose  induite  par  les  GCs (Rathmell, et al 2002). 

Aussi, des   études   ont   suggéré   l’implication   de   la   down-régulation de c-myc dans la 

mort  induite  par  les  GCs,  cependant  l’étude  d’Ausserlechner  et al. en 2004, a montré dans des 

cellules de leucémies lymphoblastiques, que la down-régulation de c-myc et de la cycline D3 

est  nécessaire  pour   l’arrêt  du  cycle  en  phase  G1,  mais  n’est  pas  requise   pour   l’induction  de  

mort par les GCs (Ausserlechner, et al 2004). 

Enfin,  la  participation  des  caspases  effectrices  3,  6  et  7  dans  l’apoptose  induite  par  les  

GCs a bien été définie et différentes études ont impliqué la caspase 3 comme la caspase 

effectrice clé (McColl, et al 1998, Robertson, et al 1997). Cependant,   d’autres   études  

suggèrent  que  la  caspase  3  n’est  pas  nécessairement  requise  pour  induire  la  mort  cellulaire  par  

les GCs, car il y aurait une redondance au niveau des caspases effectrices dans la réponse aux 

GCs (Kuida, et al 1996, Miyashita, et al 1998). 

Les mécanismes impliqués dans la mort induite par les GCs sont donc complexes et 

pas encore totalement élucidé. Cependant, la  voie  mitochondriale  de   l’apoptose  semble  être 

un processus primordial. 
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6) Le Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) 
Le gène codant pour la protéine Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) a été 

identifié  comme  étant  l’un  des  gènes  les  plus  fortement  régulés  par  les  GCs.   Il a ensuite été 

démontré que GILZ présente un rôle de médiateur des effets anti-inflammatoires des GCs. 

A. Structure et localisation 
Le Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) a été identifié en 1997 lors de 

l’étude des gènes induits par les GCs dans des thymocytes murins (D'Adamio, et al 1997). Du 

fait   de   sa   forte   homologie   avec   d’autres  membres   de   la   famille TSC22 (TNF-β-stimulated 

clone 22), le gène codant pour GILZ a été nommé TSC22D3-2.  Il  a  été  décrit  chez  l’homme  

en 2001 par Cannarile et al. (Cannarile, et al 2001). Il est localisé sur le chromosome X et 

code pour 4 isoformes, dont la plus connue et décrite, est la protéine GILZ de 135aa (17kDa). 

Plus récemment, une isoforme longue de GILZ a été identifiée, la protéine L-GILZ de 234aa 

(28kDa) (Bruscoli, et al 2010, Soundararajan, et al 2007).  

La protéine GILZ est composée de trois domaines : le domaine N-terminal qui 

contient une TSC-box, le domaine Leucine zipper (LZ) et le domaine C-terminal qui est une 

région riche en proline et en acide glutamique (domaine PRR) (Figure 7) (Ayroldi and 

Riccardi 2009). Aussi, GILZ présente différents sites potentiels de phosphorylation et de 

glycosylation (Cannarile, et al 2001). GILZ est exprimé de manière constitutive dans 

différents  tissus  humains  à  l’exception  du  foie  et  du  pancréas.  Il  est  fortement  transcrit  dans  le  

cerveau, les poumons, la rate et les muscles, alors que son expression est plus faible dans le 

cœur   et   les   reins.   L’étude   de   son   expression   par   les   cellules   normales   hématopoïétiques   a  

également montré que GILZ est exprimé par les cellules de la moelle osseuse, les monocytes, 

les granulocytes, les lymphocytes matures T et B ainsi que par les cellules souches CD34+ qui 

présentent   un   niveau   de   GILZ   supérieur   à   celui   de   l’ensemble   des   lymphocytes du sang 

périphérique ou des cellules de la moelle osseuse (Cannarile, et al 2001). 
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Figure 7 : Structure et sites d'interaction de GILZ. 
(d’après   (Beaulieu and Morand 2011)). La protéine GILZ est constituée de trois 

domaines majeurs : le domaine N-terminal, le domaine Leucine-zipper (LZ) et le domaine C-
terminal. Une région riche en proline (PRR) se trouve au niveau du domaine C-terminal. 
TSC : tuberous sclerosis complex. 

 

B. Régulation	
  de	
  l’expression	
  de	
  GILZ 
Le promoteur du gène codant pour GILZ comprend 6 GREs, des sites de liaison de 

STAT6,  de  NFAT  (nuclear  factor  of  activated  T  cell),  d’Octamer  1,  de  c-myc, de CREB, des 

FHREs (Forkhead response element), et des séquences  de  réponse  aux  œstrogènes (Asselin-

Labat, et al 2004).   L’expression   de   GILZ   est   rapidement   induite   par   les   GCs   via   une  

régulation   transcriptionnelle   impliquant   l’interaction   du   GR   avec   les   séquences GREs du 

promoteur du gène.   Indépendamment  des  GCs,  GILZ  peut  également  être  induit  par  l’IL-10, 

l’IL-15,  l’érytropoïétine,  le  SCF  (stem  cell  factor),  le  TGF-β,  ou  encore  la  privation  d’IL-2. Il 

a  également  été  montré  que  l’expression  de  GILZ  peut  être  diminuée  lors  de  l’activation  des  

lymphocytes T par un anti-CD3, lors de l’activation   des   lymphocytes  B  par   l’activation   du 

BCR, et par des cytokines pro-inflammatoires dans les cellules épithéliales des voies 

aériennes (Ayroldi and Riccardi 2009). 

C. Cibles moléculaires de GILZ 
GILZ a initialement été décrit comme étant un facteur de transcription (D'Adamio, et 

al 1997), cependant, cette protéine ne présente pas de   domaine   de   fixation   à   l’ADN.   En  

revanche, son domaine LZ prédit son homodimérisation ou son hétérodimérisation avec 

d’autres   protéines   à   domaine   LZ.   Ayroldi et al., en 2001 ont démontré que GILZ peut 

interagir avec NF-ĸB et ainsi induire sa transrépression, en inhibant sa translocation au noyau, 

sa liaison à   l’ADN,   et   la transactivation de ses gènes cibles. Les études de ce même 

laboratoire ont également montré que GILZ peut se lier à Raf et Ras, inhibant ainsi dans un 
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cas   la   voie  ERK   et   dans   l’autre   cas   les voies ERK et Akt (Figure 7) (Ayroldi, et al 2001, 

Ayroldi, et al 2007, Ayroldi, et al 2002). De plus, une étude par immunoprécipitation de 

chromatine a mis en évidence que GILZ pouvait avoir une fonction de répresseur de la 

transcription en se liant à un tandem de répétition du site de fixation CCAAT/enhancer 

binding protein (C/EBP) dans le promoteur du gène codant pour PPAR-γ2   (peroxisome-

proliferator-activated receptor-γ2)  (Ayroldi and Riccardi 2009, Shi, et al 2003). Enfin, GILZ a 

été montré comme pouvant interagir avec les sous-unités c-Fos et c-Jun, et ainsi inhiber la 

fixation sur   l’ADN   du   facteur   de   transcription   qu’elles   composent,   AP-1 (Mittelstadt and 

Ashwell 2001). Cependant, les travaux de Ayroldi et al.   en   2001   n’ont   pas   permis   de  

démontrée  l’interaction  entre  c-Fos et GILZ. 

D. Rôle de GILZ dans la réponse aux GCs 

1. Thymocytes / Lymphocytes T 

Dans le système immunitaire, GILZ est fortement augmenté par les GCs, notamment 

dans  les  thymocytes,  cellules  dans  lesquelles   il  a  été  identifié  par  D’Adamio  et al. en 1997. 

L’étude  de   l’implication   de  GILZ  dans   la   régulation   de   la   survie   des   thymocytes   a   conduit 

Delfino et al. en 2004, à générer des souris transgéniques sur-exprimant GILZ dans le lignage 

cellulaire T. Cette étude a permis de montrer que la surexpression de GILZ participe à la 

régulation   de   l’apoptose   des   thymocytes   via   la   diminution   de   l’expression de Bcl-xL et à 

l’augmentation   de   l’activation   des   caspases   8   et   3, suggérant que GILZ présente des effets 

similaires à ceux des GCs (Delfino, et al 2004). 

De façon similaire aux GCs, il a également été montré un rôle anti-apoptotique de 

GILZ   lors   de   l’activation   du   TCR des   lymphocytes   T.   En   effet,   GILZ   inhibe   l’apoptose 

induite   par   l’anticorps   anti-CD3 dans les cellules T via une interaction directe avec AP-1, 

mais inhibe également la mort de ces cellules induite par la privation  d’IL-2 via la régulation 

négative de l’activité  de FoxO3 et  de  l’expression  de  Bim (Asselin-Labat, et al 2005, Asselin-

Labat, et al 2004, Mittelstadt and Ashwell 2001).  

Enfin, Ayroldi et al. en 2007   ont   montré   que   l’extinction de GILZ par ARN 

interférence, dans la  lignée  cellulaire  d’hybridome  T,  3DO, inhibe  l’effet  antiprolifératif  de  la  

Dex qui  est  provoqué  par  l’interaction  de  GILZ  et  de  Ras (Ayroldi, et al 2007). 
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2. Cellules dendritiques, monocytes et macrophages 

GILZ est exprimé de manière constitutive par les macrophages et monocytes humains, 

et son expression est induite par les GCs. Dans ces cellules GILZ mime les effets des GCs 

(Ayroldi and Riccardi 2009). Aussi, la surexpression de GILZ par des cellules dendritiques 

induit la génération de cellules T régulatrices qui inhibent la réponse T spécifique de 

l’antigène,  et  ainsi  contribue  à  l’immunosuppression  par  les  GCs  (Hamdi, et al 2007). 

3. Cellules souches mésenchymateuses et progéniteurs 

Les GCs sont impliqués, selon leur concentration, dans la différenciation des 

progéniteurs des cellules souches mésenchymateuses, notamment en adipocytes ou en 

ostéoblastes. Les GCs stimulent aussi bien la transcription de C/EBP-δ   et   de   GILZ   qui  

présentent des fonctions opposées (Ayroldi and Riccardi 2009). En effet, C/EBP-δ   induit  

l’expression   de   PPAR-γ2   et   la   différenciation   en   adipocytes,   alors   que   GILZ inhibe la 

transcription de PPAR-γ2   induite   par  C/EBP-δ   en   se   fixant   sur   les   sites   de  C/EBP dans le 

promoteur de PPAR-γ2  ce qui  s’oppose  à  la  différenciation  des cellules en adipocytes (Shi, et 

al 2003). 

4. Dans les cellules malignes 

Malgré la large   utilisation   des  GCs   dans   le   traitement   des   cancers,   l’implication de 

GILZ dans la réponse aux GCs des  cellules  malignes  n’a  été  que  très  rarement  étudiée. 

GILZ a été montré comme exprimé en réponse aux GCs dans différents modèles 

malins, notamment par   les   cellules   d’ostéosarcomes,   U2OS,   par   des   cellules   de   MM,   des  

cellules de LMC et par des cellules de LAL pédiatriques (Bachmann, et al 2007, Blind and 

Garabedian 2008, Chen, et al 2006, Grugan, et al 2008, Joha, et al 2012), mais également de 

manière constitutive par des cellules de cancers épithéliaux ovariens invasifs (Redjimi, et al 

2009). 

En 2012, une étude a été réalisée dans des cellules de LMC, les lignées cellulaires 

BCR-ABL+.   Elle   montre   qu’au   cours   de   l’acquisition   de   la   résistance   aux   inhibiteurs   de  

Tyrosine Kinase (ITK), les cellules expriment de moins en moins de GILZ constitutif. 

Cependant, ces cellules restent sensibles aux GCs et GILZ est toujours inductible par le 

traitement par la Dex. Cette  étude  montre  également  que   l’augmentation  de   l’expression  de  

GILZ par transfection ou par traitement par les GCs permet de surmonter la résistance aux 

ITK via   l’interaction   de GILZ avec mTORC2, inhibant ainsi son activité et donc la 
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phosphorylation   d’Akt,   et   permettant   l’activation   de   la   transcription   de   Bim   par   FoxO3a  

(Joha, et al 2012). 

7) La résistance aux GCs 
La large utilisation des GCs dans de nombreuses pathologies inflammatoires ou 

malignes  a  mis  en  évidence  l’existence  non  pas  d’une  mais  de  plusieurs résistances aux GCs 

dont les mécanismes sont loin d’être  tous  élucidés. 

A. L’altération	
  de	
  l’expression	
  des	
  isoformes	
  du	
  GR 
Plusieurs  études  évoquent  le  profil  d’expression  des  isoformes  du  GR  comme  pouvant  

être responsable de la variation de la réponse aux   GCs.   En   effet,   l’augmentation   de  

l’expression   de   l’isoforme   dominante   négative   GRβ   a été montrée dans des cellules T de 

LAL, CEM, dans des cellules primaires provenant de patients atteints de LAL et des cellules 

de LLC résistantes aux GCs (Haarman, et al 2004, Shahidi, et al 1999) Aussi, Koga et al., en 

2005  ont  montré  une  corrélation  inverse  entre  l’induction  d’apoptose  par   la  prédnisone  et   le  

niveau   d’expression   du   GRβ   dans   des   cellules   de   LAL   pédiatriques (Koga, et al 2005). 

Cependant,   cette   corrélation   n’a   pas   été   retrouvée   dans   des   cellules   primaires   provenant   de  

LAL par les travaux de Haarman et al., en 2004 et de Tissing et al., en 2005 (Haarman, et al 

2004, Tissing, et al 2005a). 

De   plus,   une   étude   sur   cellules   primaires   et   après   rechute   de   LAL   a   montré   qu’un  

niveau   plus   élevé   du   GRγ   était   associé   à   une   résistance   aux   GCs   (Haarman, et al 2004). 

D’autres  études  ont  identifié  l’augmentation  des  isoformes  GR-P et GR-A dans la résistance 

aux GCs de cellules malignes (de Lange, et al 2001, Krett, et al 1995, Moalli, et al 1993). 

Cependant,  l’étude  plus  récente de Tissing et al. sur  une  cohorte  d’échantillons  provenant  de  

54 enfants atteints de LAL contredit ces hypothèses. En effet, elle indique que les niveaux 

d’expression  relatifs  des  isoformes  GRα,  GRβ  et  GR-P ne sont pas associés à la résistance à la 

prédnisolone, contrairement à la faible expression du GR dans sa globalité (Tissing, et al 

2005a). 

Enfin, les travaux effectués sur les isoformes traductionnelles ont permis de mettre en 

évidence que la surexpression   du   GRα-D,   qui   est   l’isoforme   la   moins   active   sur   le   plan  

transcriptionnel,  peut  induire  une  résistance  à  l’apoptose  induite  par  les  GCs  dans  les  cellules  

d’ostéosarcome  ainsi  que  dans les cellules T de LLC, Jurkat (Lu, et al 2007, Wu, et al 2013). 
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B. L’altération	
  de	
  l’expression	
  du	
  GR 
Plusieurs  études  ont  montré  une  corrélation  entre  le  faible  niveau  d’expression  du  GR  

et la faible réponse au traitement chez des patients atteints de LAL (Bloomfield, et al 1981, 

Pui and Costlow 1986). De plus, dans certains types cellulaires, le traitement par les GCs peut 

conduire   à   la   diminution   de   l’expression   du   GR   aussi   bien   en   ARNm   qu’en   protéine.   Le  

mécanisme impliqué dans ce  phénomène  pourrait  être  une  déstabilisation  de  l’ARNm  par  la  

présence  d’un  motif  AUUUA  au  niveau  de   la  région  3’-UTR  de   l’ARN messager codant le 

GR (Schaaf and Cidlowski 2002). Aussi, l’exposition   prolongée   aux GCs peut aboutir à 

l’émergence  de   cellules résistantes aux GCs présentant une faible expression basale du GR 

(Smith and Cidlowski 2010, Zilberman, et al 2004).  

Enfin, des xénogreffes de LAL résistantes aux GCs mais qui expriment le GR aussi 

fortement que des xénogreffes sensibles, ont été décrites par Bachmann et al., en 2007, ce qui 

suggère  d’autres  mécanismes peuvent être impliqués dans la résistance aux GCs (Bachmann, 

et al 2007). 

C. Les mutations du GR 
De  nombreuses  mutations  du  GRα  ont  été   identifiées, notamment à partir de lignées 

résistantes dérivées en laboratoire ou de cas de résistance familiale aux GCs, comme présenté 

dans le tableau 7. 

 

Lignée 
cellulaire Mutations Domaine du 

GR impacté 
Conséquences sur 
l’activité  du  GR Références 

CEM T LAL L753F LDB 
Liaison du ligand ↓ 
Transactivation ↓ 

(Hillmann, et al 
2000) 

6TG1.1 T LAL L753F LDB 
Liaison du ligand ↓ 
Transactivation ↓ 

(Liu, et al 1995, 
Powers, et al 

1993) 

Jurkat T LAL R477H DBD 
Liaison  à  l’ADN ↓ 
Transactivation ↓ 

(Riml, et al 2004) 

Résistance aux 
GCs familiale 

(patients) 

I559N, V571A, 
D641V, G679S, 
V729I, F737L, 
I747M, L773P 

LBD 
Liaison du ligand  ↓ 
Transactivation  ↓ 

(Charmandari, et 
al 2008) 

Tableau 7 : Mutations du récepteur aux glucocorticoïdes. 
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Malgré  l’identification  de  cette  liste  non-exhaustive de mutations, leur étude ne permet 

pas   d’associer   la   résistance   aux   GCs   à   un   certain   polymorphisme   du   GR (Tissing, et al 

2005b). 

D. Expression aberrante de molécules de la famille Bcl-2 
Dans les lymphomes et les leucémies, une des causes majeures de la résistance aux 

GCs   est   l’expression   aberrante   d’une  molécule   anti-apoptotique de la famille Bcl-2 (B-cell 

lymphoma-2) (Almawi, et al 2004, Kfir, et al 2007, Sionov, et al 2006). En effet, le gène 

BCL2 est affecté par la translocation t(14 ;18) présente dans environ 80% des cellules de 

lymphome B (Cleary, et al 1986, Tsujimoto and Croce 1986). La surexpression de Bcl-2 

confère une résistance vis-à-vis   de   l’apoptose   induite   par   les  GCs   en   prévenant   la   perte   du  

potentiel de membrane mitochondriale  et  le  relargage  de  cytochrome  c  et  d’Apaf-1 en réponse 

aux GCs (Kfir, et al 2007, Susin, et al 1999). 

De plus, les protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Mcl-1 ont été montré comme 

pouvant   altérer   l’efficacité   de   l’induction   de l’apoptose   par   les GCs (Kfir, et al 2007, 

Opferman, et al 2003, Wei, et al 2006). Cependant, la détermination de leur implication dans 

la résistance aux GCs nécessite de plus amples études. 

E. Défaut	
  de	
  l’induction	
  de	
  Bim 
Enfin, il est bien établi   que   l’induction   de   l’expression   de   Bim   est   une   étape 

importante dans la mort induite par les GCs (Schmidt, et al 2006, Wang, et al 2003). Aussi, 

l’étude  de  Bachmann  et al. en 2007 a permis de montrer que malgré une forte expression du 

GR et une induction de GILZ, des xénogreffes de LAL résistantes aux GCs présentaient un 

défaut  d’induction  de  Bim  en  réponse  au  traitement,  indiquant  que  le  mécanisme  de  résistance  

impliqué se situe en aval de la transactivation (Bachmann, et al 2007). 
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III. L’APOPTOSE 
En 1972, le terme « apoptose » est introduit pour décrire un processus physiologique 

de mort cellulaire observé dans de nombreux tissus, dont les caractéristiques morphologiques 

sont distinctes de celles observées lors du processus de mort par nécrose (Kerr, et al 1972). 

Lors  de  ce  processus  d’apoptose,  les  cellules  déclenchent  leur  autodestruction  en  réponse  à  un  

signal de mort. Cette mort cellulaire programmée et régulée permet le développement et 

l’homéostasie   de   tout   organisme  pluricellulaire   grâce   à   l’équilibre   entre les phénomènes de 

prolifération   et   de   mort   cellulaire,   en   permettant   l’élimination   des   cellules   anormales,  

endommagées ou surnuméraires.  L’altération  du  processus  d’apoptose  est  une  caractéristique  

commune des cellules tumorales, promouvant ainsi leur survie et la résistance aux traitements 

(Hanahan and Weinberg 2000). 

1) Les caractéristiques spécifiques de	
  l’apoptose 
L’apoptose,   en   opposition   à   la   nécrose,   est   un   phénomène   actif,   organisé,   au   cours  

duquel la cellule exprime un ensemble de gènes entraînant des modifications biochimiques, 

morphologiques et structurales aboutissant à sa destruction complète. La mort cellulaire par 

apoptose se caractérise par une condensation de la chromatine, puis une fragmentation 

nucléaire, suivi par la formation des corps apoptotiques, entourés de membranes plasmiques 

et contenant des organelles cytoplasmiques ou des fragments nucléaires. Enfin, les corps 

apoptotiques sont phagocytés (Kerr, et al 1972) (Figure 8). 

A la suite de la réception des signaux de mort, les cellules engagées dans le processus 

apoptotique présentent des caractéristiques morphologiques particulières. En effet, au niveau 

de la mitochondrie, on observe une disparition du potentiel membranaire et un gonflement de 

la matrice.  Ce  gonflement  est  suivi  d’une  rupture  de  la  membrane  externe  de  la  mitochondrie  

par un mécanisme principal impliquant les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 ou 

par   un   mécanisme   impliquant   l’induction   d’un pore de transition de perméabilité 

mitochondriale. Ceci a pour conséquence de libérer dans le cytoplasme des facteurs 

apoptogènes, comme  le  cytochrome  c,  qui  vont  réguler  l’activité  protéolytique  des  effecteurs  

finaux que sont les caspases (Orrenius, et al 2015). Au niveau nucléaire, on observe une 

condensation   de   la   chromatine   suivie   par   le   clivage   de   l’ADN   qui   se   fait   d’une   part,   via  

l’activation   de   DNAses   telles   que   les   déoxyribonucléases (activées par les caspases), et 

d’autre  part,  via  l’endonucléase  G  (Wyllie, et al 1980). Enfin, au niveau de la cellule entière, 
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l’intégrité   de   la   membrane   plasmique   est   conservée   durant   tout   le   processus   apoptotique. 

Cependant, celle-ci   subit   des   modifications   biochimiques   comme   l’externalisation   des  

phosphatidylsérines qui sont des phospholipides anioniques du feuillet interne de la 

membrane plasmique. Les phosphatidylsérines ainsi présentées à la surface membranaire sont 

reconnues  par  les  macrophages  conduisant  à  l’élimination  des  cellules  par  phagocytose  ce  qui  

assure une réponse non-inflammatoire du processus apoptotique (Fadok, et al 1998). 

 

Figure 8 :  Illustration  des  caractéristiques  morphologiques  de  l’apoptose. 
(d’après  (Kerr, et al 1972)). 

 

L’apoptose  se  distingue  par  ses  caractéristiques  morphologiques  des autres principaux 

modes de mort cellulaire que sont   la   nécrose,   l’autophagie   et   la   catastrophe   mitotique 

(Galluzzi, et al 2007). 

La  nécrose  est  la  principale  forme  de  mort  d’une  cellule. Elle a longtemps été opposée 

à  l’apoptose  car considérée comme étant un processus désorganisé et non programmé. Il est 

désormais établi que la nécrose peut être régulée par des voies moléculaires déterminées, 

donnant à cette mort par « nécrose programmée » le nom de nécroptose. Morphologiquement, 
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la nécrose se caractérise par un gain de volume cellulaire dû à l’apparition  de  vacuoles  dans  le  

cytoplasme qui conduit à terme à la rupture de la membrane cytoplasmique entraînant la 

libération des composants cellulaires dans le milieu extracellulaire. Ce processus fait suite à 

des traumatismes importants (ischémie, choc thermique, lésion) subis par la cellule et est 

caractérisé par une réponse inflammatoire locale (Galluzzi, et al 2007, Linkermann and Green 

2014). 

Contrairement   à   l’apoptose   qui   est   un   processus   rapide,   l’autophagie est un 

phénomène lent, spatialement restreint au cours duquel des parties du cytoplasme sont 

séquestrées dans des vacuoles à double membranes appelées « autophagosomes » qui 

fusionnent ensuite avec le lysosome. Les protéines à longue durée de vie et les organites 

cellulaires y seront donc digérés par des hydrolases lysosomales (Galluzzi, et al 2007). 

L’autophagie   est   en   premier   lieu   un  mécanisme   de   survie   et   de   défense   cellulaire   face   au  

stress, par contrôle et élimination des protéines et structures obsolètes. Il faut noter que 

l’autophagie   joue un   rôle   important  dans  des  cellules  dont   l’apoptose  est  déficiente   (Levine 

and Yuan 2005). 

Enfin, un autre cas de mort cellulaire est la catastrophe mitotique qui se produit au 

cours ou peu de temps après une mitose aberrante. Morphologiquement distincte de 

l’apoptose,  de  la  nécrose  et  de  l’autophagie, la  catastrophe  mitotique  s’accompagne  de  micro-

nucléation et de multi-nucléation qui se produisent avant la mort cellulaire. Ce processus 

résulte  de  l’association  d’anomalies  au  niveau  des  points  de  contrôles  du  cycle  cellulaire  et  de  

dommages cellulaires qui activent  les  voies  d’autodestruction,  ce  qui conduit finalement à la 

disparition cellulaire (Castedo, et al 2004). 

2) Les	
  effecteurs	
  de	
  l’apoptose : les caspases 
Quelle que soit   la   voie   d’activation   de   l’apoptose,   la   conséquence   commune   est  

l’activation  des  caspases  qui  sont  les  effecteurs  de  la  mort  cellulaire  (Degterev, et al 2003). Le 

rôle   central   des   caspases   au   cours   de   l’apoptose   a   été  mis   en   évidence   par   de   nombreuses  

études réalisées sur des modèles  de  nématodes,  de  souris  et  également  chez  l’homme  (Li and 

Yuan 2008). Les caspases sont des enzymes protéolytiques appartenant à la famille des 

cystéines protéases. Ces protéases présentent une spécificité stricte de clivage de leur substrat 

après un résidu aspartate. Leur nom de « caspase » vient donc de cette spécificité pour 

« cystein aspartate protease » (Alnemri, et al 1996).   Chez   l’homme,   ces caspases sont au 

nombre de 13 : caspases 1 à 10, caspases 12, 14 et 16 (Shalini, et al 2015). 
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Les caspases sont principalement localisées au niveau du cytoplasme, de la 

mitochondrie et à la surface du réticulum endoplasmique. Elles sont synthétisées sous forme 

de précurseurs inactifs (ou pro-formes)  constitués  d’un  pro-domaine en position N-terminale, 

d’une  grande  sous-unité de 17 à 21 kDa portant le site catalytique à résidu cystéine dans un 

motif  consensus  (QACxG)  et  d’une  petite  sous-unité de 10 à 14 kDa en position C-terminale 

(Figure 9). 

 

Figure 9 : Structure et classification des caspases. 
(d’après   (McIlwain, et al 2013)). DED : Death Effector Domain ; CARD : Caspase 

Activation and Recruiting Domain. 

 

Sur un plan fonctionnel, on peut distinguer trois groupes de caspases (McIlwain, et al 

2013) (Figure 9). 

- Les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10) sont caractérisées par la présence d’un  

long pro-domaine au sein duquel se trouvent des   motifs   d’interactions   protéine-

protéine DED (Death Effector Domain) ou CARD (Caspase Activation and Recruiting 

Domain). Ces motifs permettent le recrutement des caspases initiatrices au sein des 

complexes multi-protéiques induisant leur activation. 

- Les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) sont quant à elles activées principalement 

par les caspases initiatrices. Elles ont un pro-domaine plus court que les caspases 

initiatrices et ne possèdent pas de domaine de recrutement. Les caspases effectrices 
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peuvent  également  activer  des  caspases  en  amont  grâce  à  une  boucle  d’amplification. 

La  caspase  3  est  la  caspase  la  plus  en  aval  de  la  cascade  d’activation,  elle  représente  

un point de non-retour dans le processus apoptotique (Chang and Yang 2000). Les 

caspases effectrices orchestrent la destruction de diverses structures cellulaires par 

clivage  de  substrats  spécifiques.  En  effet,  on  peut  citer  l’exemple  de  la  fragmentation 

nucléaire  effectuée  après  le  clivage  d’ICAD  (Inhibitor  of  Caspase  Activated  DNAse),  

l’inhibiteur   de   l’endonucléase   CAD (Caspase Activated DNAse) permettant à cette 

dernière  de  cliver  l’ADN  en  fragments  oligomériques  caractéristiques  (Nagata 2000). 

- On note que les caspases 1, 4, 5, 11 et 12 constituent un sous-groupe de caspases 

initiatrices  impliquées  dans  l’inflammation. 

- Enfin, le rôle des caspases 14 et 16 n’est  pas  encore bien défini (Shalini, et al 2015). 

La réponse  aux  signaux  de  mort   induit   l’activation  des  caspases  en  faisant   intervenir  

deux clivages successifs aux niveaux de sites caractérisés par la présence de plusieurs résidus 

aspartate entre la petite et la grande sous-unité mais également entre la grande sous-unité et le 

pro-domaine. Ces clivages permettent la libération du pro-domaine  et  l’association  des  deux  

sous-unités   qui   forment   ainsi   le   site   actif   de   l’enzyme.   Enfin, la caspase active est un 

tétramère constitué de deux petites et de deux grandes sous-unités (Figure 10) (Chang and 

Yang 2000). 

 

Figure 10 :  Mécanisme  d’activation  d’une  caspase. 
(d’après  (Chang and Yang 2000)). 
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3) Les	
  différentes	
  voies	
  d’activation de	
  l’apoptose 
L’induction   de   la   cascade   d’activation   des   caspases   conduisant   à   la   mort   cellulaire  

peut se faire via deux principales voies : la voie extrinsèque impliquant des récepteurs de mort 

ou la voie intrinsèque faisant intervenir la mitochondrie (Fulda and Vucic 2012) (Figure 11). 

 

Figure 11 :  Voies  d’activation  de  l’apoptose. 
(d’après   (Fulda and Vucic 2012)).   L’activation   de la voie extrinsèque se fait par la 

fixation sur les récepteurs de mort (DR5 pour Death Receptor 5 (TRAIL-R2) ou FAS) de 
leurs ligands (TRAIL et FASL). Ceci induit le recrutement de complexes protéiques (FADD, 
TRADD) activant la caspase 8 puis les caspases effectrices 3 et 7. La voie intrinsèque est 
engagée par différents signaux de mort (i.e chimiothérapie, irradiation, baisse en facteur de 
croissance…)   qui   activent   les   protéines   pro-apoptotiques BH3-only, ce qui permet ensuite 
l’activation  de  Bak  et  Bax, la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et la 
libération   du   cytochrome   c.   Ce   dernier   va   induire   l’activation   des   caspases   et   la   mort  
cellulaire par apoptose. Le clivage de Bid en t-Bid peut également activer la voie intrinsèque. 
Celle-ci peut être inhibée par les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 alors que les 
protéines  inhibant  l’apoptose  (IAP) inhibent principalement la voie extrinsèque. 



53 
 

A. La voie extrinsèque 
La   voie   extrinsèque   de   l’apoptose   désigne   le   déclenchement   du   programme  

apoptotique  par   l’activation  des   récepteurs  de  mort.  Ces   récepteurs  appartiennent  à   la   super  

famille des récepteurs du Tumor Necrosis Factor (TNF), qui comprend une trentaine de 

membres impliqués dans des fonctions cellulaires différentes comme la mort cellulaire, 

l’immunité  et  la  différenciation  (Ashkenazi 2002). 

La famille des récepteurs du TNF se divise en trois sous-groupes de récepteurs en 

fonction de la structure de leur partie cytoplasmique et des voies de signalisations induites 

(Dempsey, et al 2003). Seuls les récepteurs du premier groupe peuvent induire un signal de 

mort car ils possèdent un domaine cytoplasmique appelé « Death Domain », impliqué dans la 

transmission du signal de mort de la membrane de la cellule aux voies de signalisations 

intracellulaires.   Il   s’agit   des   récepteurs  Fas (Apo-1/CD95), TNF receptor-1 (TNFR1), TNF-

Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor-1 (TRAIL-R1) et TRAIL-R2, qui sont activés 

par  l’interaction  avec  leur  ligand  respectif  FasL, TNF-α  et  lymphotoxine-α,  et  TRAIL. 

Le modèle classique de la voie extrinsèque est celui du couple Fas/FasL. La liaison de 

FasL sur son récepteur induit le changement de conformation de celui-ci ainsi que sa 

polymérisation, conduisant au rapprochement de trois « Death Domain ». Les molécules 

adaptatrices FADD (Fas-associated Death Domain) ou TRADD (TNF-associated Death 

Domain) sont recrutées au niveau de la partie intracellulaire du récepteur. Ces molécules 

adaptatrices vont, à leur tour, recruter la pro-caspase 8 ce qui forme le complexe DISC (Death 

Inducing Signaling Complex) (Kischkel, et al 1995). Ce  complexe  induit  l’oligomérisation  et  

l’activation  par  auto-clivage de la caspase 8 qui va ensuite activer les caspases effectrices 3 et 

7.  Cependant,  la  caspase  8  peut  également  provoquer  l’activation  de  la  voie  mitochondriale  de  

l’apoptose   via   le   clivage   de   la   protéine   Bid   (membre   pro-apoptotique de la famille Bcl-2) 

(Danial and Korsmeyer 2004) (Figure 11). 

B. La voie intrinsèque ou mitochondriale 
La voie intrinsèque est également appelée voie mitochondriale. Elle est activée en 

réponse   à  des   signaux  de  mort   comme  des  dommages   à   l’ADN,   la  privation  de   facteurs  de  

croissance,   l’activation   d’oncogène,   les   rayonnements   ionisants,   les   chimiothérapies…etc. 

L’engagement  dans  cette  voie  de  l’apoptose  est  finement  régulé  au  niveau  de  la  mitochondrie  

par les interactions entre les membres de la famille Bcl-2. Cette voie conduit à un point de 
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non-retour   du   déclenchement   de   l’apoptose   qui   est   la   perméabilisation de la membrane 

mitochondriale externe (Kroemer, et al 2007).  Cette  perméabilisation  nécessite  l’activation  et  

la polymérisation de Bax et Bak, deux membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, 

indispensables  à  cette  étape  décisive  de  l’induction  de  l’apoptose  (Wei, et al 2001). En effet, 

en réponse à un stress ou à un dommage cellulaire, les protéines Bax et Bak sont activées, 

provoquant   le   changement   de   leur   conformation   et   la   constitution   d’homo-oligomères qui 

forment des pores au sein de la membrane mitochondriale externe (Figure 12) (Westphal, et al 

2011).  

 

 

Figure 12 : Apoptose par la voie mitochondriale. 
(d’après   (Kroemer, et al 2007)). Les signaux pro-apoptotiques entraînant la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale (MMP) provoquent la libération des 
protéines   de   l’espace   intermembranaire   mitochondriale   (IMS)   qui vont induire différentes 
voies :   1)   le   cytochrome  c   (Cyt   c)   favorise   la   formation  de   l’apoptosome en se complexant 
avec Apaf-1  et   l’activation de la caspase 9 (Casp-9) qui à son tour, va activer des caspases 
effectrices. 2) Les effecteurs de mort indépendants des caspases, AIF (Apoptosis-Inducing 
Factor)  et  l’endonucléase  G  (EndoG), sont transloqués vers le noyau, où ils vont favoriser la 
fragmentation  de  l’ADN  et  la  condensation  de  la  chromatine. Les membres de la famille HSP 
(Heat Shock Protein) inhibent la translocation au noyau d’AIF   et   de   l’EndoG.   3)  
Smac/DIABLO et  Omi/HtrA2  promeuvent  l’apoptose  indirectement  en  inhibant  les  protéines  
inhibitrices  de  l’apoptose  (IAP). 
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La perméabilisation de la membrane mitochondriale externe entraine la libération de 

médiateurs pro-apoptotiques  de  l’espace  intermembranaire  mitochondrial  dans  le  cytoplasme  

tels  que  le  cytochrome  c,  Smac/DIABLO,  AIF  (Apoptosis  Inducing  Factor),  l’endonucléase  G  

et HtrA2/Omi (Kroemer, et al 2007). Le cytochrome c ainsi libéré, se lie à la molécule Apaf-1 

qui présente un domaine de recrutement des caspases (CARD) (Zou, et al 1997). La caspase 9 

est ensuite recrutée et activée. Ce complexe   forme   alors   l’apoptosome,   structure   multi-

protéique  permettant  à  son  tour  l’activation  des  caspases  effectrices  de  l’apoptose  (Riedl and 

Salvesen 2007) (Figure 12). 

4) Les	
  inhibiteurs	
  de	
  l’apoptose 
L’apoptose   étant   un processus fondamental dans la détermination de la survie 

cellulaire, elle est soumise à une régulation complexe. Pour cela, trois groupes de protéines 

sont   impliqués   dans   la   régulation   négative   de   l’apoptose : les protéines inhibitrices de 

l’apoptose  (IAP),   les  protéines  c-FLIP (cellular FADD-like interleukin-1 converting enzyme 

(FLICE) inhibitory proteins) et les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (qui seront 

décrites dans le chapitre suivant). 

- Les  protéines  inhibitrices  de  l’apoptose  (IAP)  sont  membres  d’une  famille  hétérogène  

de protéines partageant un élément structural commun, le domaine BIR (baculoviral 

IAP Repeat),  un  motif  d’interaction  protéine-protéine responsable de la liaison et de 

l’inhibition   des   caspases   par   les   protéines   IAP (Figure 12). Certaines protéines IAP 

possèdent également un domaine RING (Really Interesting New Gene) qui présente 

une   activité   E3   ubiquitin   ligase   et   est   responsable   de   l’ubiquitination   et   de   la  

dégradation protéasomale de nombreux substrats dont les caspases (Fulda 2014). 

 

- Les protéines c-FLIP, c-FLIPS et c-FLIPL, sont   issues   de   l’épissage   alternatif   d’un  

unique gène, et inhibent la formation du complexe DISC ainsi que   l’activation  de   la  

caspase 8 (Krueger, et al 2001). 
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IV. LES PROTEINES DE LA FAMILLE BCL-2 
Le gène BCL2 (B Cell Lymphoma 2), membre fondateur de cette famille de protéines 

qui   compte   près   d’une   vingtaine   de   membres,   a   initialement   été   cloné   dans le lymphome 

folliculaire, un lymphome à cellules B de bas grade de malignité. Dans cette pathologie, une 

translocation t(14 ;18)(q32 ;q21) associe le locus du gène des chaînes lourdes des 

immunoglobulines avec le gène BCL2 (Bakhshi, et al 1985, Tsujimoto, et al 1984). Cette 

translocation induit la surexpression de Bcl-2 et confère aux cellules un avantage au niveau de 

la survie. Alors que les oncogènes précédemment décrits avaient pour caractéristique de 

favoriser la prolifération, Bcl-2 est le premier oncogène identifié comme étant impliqué dans 

la survie cellulaire (Vaux, et al 1988).  

1) Classification et structure des protéines de la 
famille Bcl-2 
Les protéines de la famille Bcl-2 partagent une homologie de structure qui est la 

présence de domaines BH (Bcl-2 Homology). En effet, ces protéines possèdent de un à quatre 

domaine   BH   participant   à   la   formation   d’hélice   α.   De   plus,   les   différents   membres   de   la  

famille Bcl-2 présentent au moins un domaine BH3, motif d’acides  aminés  conservé  définit  

par la séquence LxxxGD (Youle and Strasser 2008). Enfin, les membres de la famille Bcl-2 

peuvent posséder une hélice hydrophobe en position C-terminale qui correspond à un segment 

transmembranaire (Figure 13). 
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Figure 13 : Classification et structure des membres de la famille Bcl-2. 
(d’après   (Lessene, et al 2008)). BH : Bcl-2 Homology ; TM : domaine 

transmembranaire. 

 

2) Classification fonctionnelle des protéines de la 
famille Bcl-2 

Selon le nombre de domaines, on peut diviser les membres de cette famille en trois 

groupes : i) les protéines anti-apoptotiques à plusieurs domaines BH ; ii) les protéines pro-

apoptotiques à multidomaines BH ; et iii) les protéines à un seul domaine BH3 dites « BH3-

only » (Figure 13).  

Les protéines membres de la famille Bcl-2 sont les régulateurs majeurs de la 

perméabilisation mitochondriale. Elles représentent ainsi un point de contrôle essentiel dans le 

déclenchement  de  l’apoptose  (Borner 2003). Les interactions entre les membres pro- et anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2 intègrent les divers signaux de survie ou de mort générés en 

amont. Ce sont ces interactions qui gouvernent la vie ou la mort de la cellule comme décrit 

dans la figure 14 (Adams and Cory 2001, Strasser, et al 2000). 
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Figure 14 : Fonctions et interactions des protéines de la famille Bcl-2. 
(d’après   (Davids and Letai 2012)). Trois groupes de protéines de la famille Bcl-2 

régissent  la  décision  d’entrer  ou  non  en  apoptose  par  la  voie  mitochondriale. Les signaux de 
dommage  ou  de  dérèglement  génère  l’activation  des  protéines  pro-apoptotiques BH3-only qui 
sont divisées en deux groupes, les activatrices et les sensibilisatrices. Les protéines BH3-only 
activatrice vont activer les protéines pro-apoptotiques effectrices à multidomaines Bax et Bak, 
conduisant   à   la   perméabilisation   de   la  membrane  mitochondriale   et   à   l’engagement   dans   la  
mort apoptotique. Les protéines anti-apoptotiques à plusieurs  domaines  BH  s’opposent  à  ce  
processus en séquestrant les protéines activatrices ou les protéines effectrices. Les protéines 
BH3-only sensibilisatrices agissent comme des inhibiteurs sélectifs des protéines anti-
apoptotiques. 
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3) Les protéines anti-apoptotiques 
Depuis la découverte de Bcl-2   en   1984,   d’autres   protéines   anti-apoptotiques 

appartenant à la même famille ont été décrites : Bcl-xL (Boise, et al 1993), Mcl-1 (Kozopas, et 

al 1993), Bfl-1 (A1) (Lin, et al 1993) et Bcl-w (Gibson, et al 1996). Ces protéines régulent 

négativement la voie mitochondriale  de  l’apoptose  via  deux  mécanismes  principaux : i) par la 

liaison et la séquestration des protéines BH3-only  activatrices,  ii)  par  l’interaction  directe  avec  

Bax et Bak provoquant leur inhibition. 

A. Structure des protéines anti-apoptotiques 
Malgré des différences dans les séquences primaires des protéines, les structures 

tridimensionnelles des membres anti-apoptotiques sont similaires (Denisov, et al 2003, Petros, 

et al 2001). En effet, ces protéines présentent une structure globulaire composée de 9 hélices 

α  formées  en  partie  par  les  domaines  BH.  Les  domaines  BH1,  BH2 et BH3 interagissent entre 

eux pour former une poche hydrophobe à la surface de la protéine, ce qui lui permet de 

séquestrer les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et lui confère son rôle anti-

apoptotique (Figure 15) (Sattler, et al 1997).  

 

Figure 15 : Structure des protéines anti-apoptotiques. 
(d’après   (Petros, et al 2004)). A gauche, représentation en ruban de Bcl-xL, à droite, 

représentation du peptide Bak (16 aa) dans la poche hydrophobe de Bcl-xL. 

 

Alors que le domaine BH3 est impliqué dans la liaison avec les partenaires protéiques, 

les domaines BH1 et BH2 sont nécessaires   mais   insuffisants   pour   induire   l’activité   anti-

apoptotique de ces protéines (Matsuyama, et al 1998). Quant au domaine BH4, il est absent 

de certains membres anti-apoptotiques comme Mcl-1. Ce domaine est localisé dans la partie 
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N-terminale de la protéine et est lié par une boucle flexible de longueur et de structure 

variable (Aouacheria, et al 2005).   Il   serait   impliqué   dans   l’activité   anti-apoptotique des 

membres qui le possède, car sa suppression dans Bcl-2 ou Bcl-xL les inactive (Huang, et al 

1998). 

B. Bcl-2 
Bcl-2 est le membre fondateur de cette famille de protéines. De nombreuses études ont 

montré que Bcl-2 joue un rôle important dans la différenciation, la survie cellulaire et la 

prolifération (Bonnefoy-Berard, et al 2004, Vaux, et al 1988). La régulation de son expression 

est très contrôlée tant au niveau transcriptionnel, traductionnel que protéique. 

Pour ce travail, nous nous intéressons uniquement  à  l’activité  de  Bcl-2 dans la survie 

cellulaire. 

1. Rôle de Bcl-2 dans la survie cellulaire : 

Lors  de  l’apoptose  par  la  voie  mitochondriale,   les  protéines  pro-apoptotiques, Bax et 

Bak, sont activées et forment des pores au niveau de la membrane mitochondriale externe 

libérant ainsi les molécules apoptogènes. La fonction anti-apoptotique principale de Bcl-2 

s’exerce  alors  au  niveau  de  la  membrane mitochondriale externe via ses interactions directes 

avec les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. En effet, grâce à sa poche 

hydrophobe, Bcl-2 peut séquestrer les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak, mais également 

le BH3-only activatrices Bim et Bid, via leur domaine BH3, et ainsi inhiber leur fonction pro-

apototique et la formation de pores (Antonsson, et al 1997, Yin, et al 1994). 

En plus de son action à la mitochondrie, il a été montré que Bcl-2 peut jouer un rôle en 

aval de la mitochondrie en se liant avec Apaf-1 (Zou, et al 1997) et empêchant ainsi la 

formation   de   l’apoptosome   et   la   cascade   d’activation   des   caspases   (Cosulich, et al 1999, 

Swanton, et al 1999). 

Aussi, bien que sa localisation principale soit au niveau de la membrane 

mitochondriale externe, Bcl-2 est également retrouvée au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique. Il a été montré que Bcl-2 peut y réguler le flux de calcium du réticulum 

endoplasmique vers le cytoplasme, en agissant sur la pompe à calcium SERCA 

(Sarcoplasmic/Endoplasmic   Reticulum   Calcium   ATPase)   ou   le   récepteur   de   l’inositol  

triphosphate (IP3R) (Dremina, et al 2004, Pinton and Rizzuto 2006). Ainsi, différentes études 
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ont montré que Bcl-2 favorise la survie cellulaire en diminuant les signaux de stress du 

réticulum endoplasmique via la régulation des flux de calcium (Oakes, et al 2006, Palmer, et 

al 2004). 

2. La	
  régulation	
  de	
  l’expression	
  de	
  Bcl-2 :  

i. Régulation au niveau transcriptionnel 

Le gène codant pour Bcl-2 est composé de trois exons (dont un non traduit) et de deux 

introns. Deux régions promotrices, P1 et P2, permettent la transcription du gène. P2 est 

localisée   au   niveau   de   l’exon   2   et   contient   une   TATA   box   ainsi   qu’une   CAAT   box.  

Cependant, peu de transcrits sont issus de cette région promotrice P2. P1 est, quant à elle, 

localisée  au  sein  d’une   région  riche  en  CG  dans   l’exon  1.  Elle  ne  possède  ni  TATA  box  ni  

CAAT   box,   mais   plusieurs   sites   de   liaison   de   Sp1   et   plusieurs   sites   d’initiation   de   la  

transcription, et également un site de liaison de Pie1 qui régule négativement la transcription 

de Bcl-2 (Chen and Boxer 1995, Seto, et al 1988). Différents facteurs de transcription 

induisant la transcription de Bcl-2 ont été identifiés comme Brn3a dans les cellules WT1, 

Aiolos dans les cellules T, HIV tat, Gli 1 et Pax8 (Bigelow, et al 2004).  Enfin,  l’expression  du  

gène BCL2 peut être induite par des cytokines (IL-7, IL-15) et des facteurs de croissance 

(VEGF, IGF-1), ou inhibée par p53 (Beierle, et al 2002a, Beierle, et al 2002b, Kurowska, et 

al 2002, Miyashita, et al 1994, von Freeden-Jeffry, et al 1997).  

ii. Régulation au niveau post-transcriptionnel 

L’expression  de  l’ARN  messager  (ARNm)  codant  pour  Bcl-2 peut être régulée par des 

micro-ARN (miRNA). En effet, il a été montré dans des lignées de leucémie lymphoïde 

chronique   que   l’expression   des   miRNA   miR-15 et miR-16 induit une diminution de 

l’expression  de Bcl-2 (Cimmino, et al 2005).  

L’ARNm  de  Bcl-2 peut également être dégradé via hnRNPL (heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein L) et AUF-1 (AU-rich element binding factor-1), qui se lient à la région 

3’UTR  de  l’ARNm,  recrutent  les  protéines  de  l’exosome  et  ainsi  conduisent  à  la  dégradation  

de  l’ARNm  (Lee, et al 2009).  A  l’opposé,  l’ARNm  de  Bcl-2 possède également une séquence 

en  3’UTR  riche  en  AU  sur  laquelle  va  se  fixer  la  nucléoline  et  augmenter la stabilité et donc 

le temps de demi-vie  de  l’ARNm  de  Bcl-2 (Ishimaru, et al 2010, Sengupta, et al 2004). 
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iii. Régulation au niveau post-traductionnel 

Certaines modifications post-traductionnelles de Bcl-2, en modifiant son activité, ont 

été décrites dans différentes pathologies. Les principales sont la phosphorylation et le clivage 

de Bcl-2.  

La protéine Bcl-2 peut être phosphorylée sur différents sites de la région entre les 

domaines BH3 et BH4. Ces phosphorylation peuvent avoir différents effets aussi bien sur la 

stabilité ou la fonction de la protéine (Blagosklonny 2001). En effet, certaines 

phosphorylations ont été décrites comme augmentant le rôle anti-apoptotique de Bcl-2,  c’est  

le cas des phosphorylations induites par la voie MAPK/ERK1-2 qui augmente la stabilité de 

Bcl-2 (Breitschopf, et al 2000).  A  l’inverse,  d’autres  phosphorylations  abrogent  l’action anti-

apoptotique de Bcl-2, notamment celles induites par Raf-1 (Blagosklonny 2001) ou par 

protéine kinase A (Srivastava, et al 1998) qui rompent les complexes que Bcl-2 forme avec 

les membres pro-apoptotique, renforçant un signal apoptotique. Enfin certaines 

phosphorylations augmentent la dégradation de Bcl-2 par le protéasome (Lin, et al 2006). 

Plusieurs études ont montré que Bcl-2 pouvait être le substrat des caspases 3 et 9, ainsi 

que des calpaïnes (Chen, et al 2007). En effet, Bcl-2 possède deux sites de clivage par les 

caspases et un site de clivage par les calpaïnes. Après clivage et perte du domaine BH4, Bcl-2 

perd son activité anti-apoptotique et le fragment contenant le domaine BH3 devient pro-

apoptotique. Le fait que Bcl-2  puisse  à  la  fois  inhiber  l’activation  des  caspases  en  aval  de  la  

mitochondrie et être leur substrat,  suggère  qu’il  existe  une  boucle  d’amplification  aboutissant  

à la mort de la cellule (Cheng, et al 1997). 

C. Mcl-1 
Mcl-1 (Myeloid cell leukemia-1) est une protéine anti-apoptotique à plusieurs 

domaines BH de la famille Bcl-2, identifiée en 1993 dans la lignée myéloïde ML-1 (Kozopas, 

et al 1993). Le gène codant pour Mcl-1 est localisé sur le chromosome 1, est composé de trois 

exons et deux introns, et code pour trois protéines  du  fait  d’un  épissage  alternatif  (Craig, et al 

1994). Contrairement à Bcl-2 et Bcl-xL qui en ont quatre, Mcl-1 ne possède que trois 

domaines BH (Thomas, et al 2010). La demi-vie de la protéine Mcl-1 dans des cellules non-

tumorales est très courte (Yoon, et al 2002). Sa localisation intracellulaire est similaire à celle 

de Bcl-2, principalement au niveau de la membrane mitochondriale via son domaine 

transmembranaire (Akgul, et al 2000a). 
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1. Rôle de Mcl-1 dans la survie cellulaire 

La principale fonction de Mcl-1 est son activité anti-apoptotique par la séquestration et 

l’inhibition  des  membres  pro-apoptotiques Bax et Bak, mais également des BH3-only Bim, 

Puma et Noxa, grâce à sa poche hydrophobe (Chen, et al 2005).  

L’expression   de  Mcl-1 est souvent induite par des signaux de survie et confère aux 

cellules une protection vis-à-vis   de   l’apoptose.   En effet, des travaux au sein de notre 

laboratoire   ont   montré   que   l’IL-6, principal facteur de croissance des cellules de MM, 

augmente  l’expression  de  Mcl-1 dans les lignées et leur confère ainsi une résistance envers ce 

mécanisme de mort cellulaire (Puthier, et al 1999a). La surexpression de Mcl-1 est retrouvée 

dans certains cancers et est couramment associée à une résistance accrue de ces cellules vis-à-

vis des agents anticancéreux (Olberding, et al 2010, Son, et al 2010). 

Au niveau lymphocytaire, il a été démontré que le rôle de Mcl-1 est essentiel dans le 

développement et la survie des lymphocytes T et B matures, ainsi que des plasmocytes 

(Opferman, et al 2003, Peperzak, et al 2013, Vikstrom, et al 2010). 

2. La	
  régulation	
  de	
  l’expression	
  de	
  Mcl-1 :  

i. Régulation au niveau transcriptionnel 

La région promotrice du gène codant pour Mcl-1 contient différents sites de liaison 

pour des facteurs de transcription, comme STAT3 (consensus stat response  element),  l’AMP  

cyclique (cAMP response element), et NF-κB   (Akgul, et al 2000b). Dans la leucémie 

lymphoïde   chronique   et   le   myélome   multiple,   il   a   été   montré   que   l’IL-6 et le VEGF 

augmentent la transcription du gène de Mcl-1 via STAT3 (Le Gouill, et al 2004, Lee, et al 

2005, Puthier, et al 1999a). 

ii. Régulation au niveau post-transcriptionnel 

L’ARNm  codant  pour  Mcl-1 est sujet à un épissage alternatif qui, en plus de la forme 

longue anti-apoptotique, Mcl-1L,  conduit  à  la  formation  d’une  forme  courte,  nommée  Mcl-1S, 

ne comprenant ni les domaines BH1 et BH2, ni le domaine transmembranaire. Cet épissage 

aboutit   également   à   la   formation   d’une   seconde   forme   courte,   nommée  Mcl-1ES. Ces deux 

transcrits alternatifs donnent ensuite des protéines ayant perdu leur fonction anti-apoptotique, 

et présentant même une fonction pro-apoptotique en se liant à la forme classique de Mcl-1. 



64 
 

Enfin,   l’ARNm   de  Mcl-1 présente une demi-vie très courte, et peut également être 

régulé négativement par des miRNA (Chen, et al 2013, Gong, et al 2013, Mott, et al 2007). 

iii. Régulation au niveau post-traductionnel 

La fonction de Mcl-1 est également régulée par des phosphorylations à différents sites 

de la protéine. Certaines de ces phosphorylations stabilisent Mcl-1 et sont nécessaires à sa 

fonction anti-apoptotique, comme celles induites par les voies MAPK/ERK1 ou JNK (Ding, 

et al 2008, Kodama, et al 2009). En revanche, les phosphorylations induites par GSK3 

(Glycogen Synthase Kinase 3) altèrent la stabilité ainsi que la fonction anti-apoptotique de 

Mcl-1, notamment en altérant la liaison de la protéine à Bim (Maurer, et al 2006). 

Enfin, la protéine Mcl-1 ne semble être clivée que par les caspases (Thomas, et al 

2010). Ce clivage peut être spontané ou induit par des traitements, et conduit à la modification 

de la fonction de Mcl-1. Dans le myélome, il a notamment été montré que le fragment clivé de 

Mcl-1 (128-350) exerce une action pro-apoptotique,   soit   par   l’activation   directe   de   Bax  

(Menoret, et al 2010),  soit  de  manière  indirecte  par  l’activation  de la voie c-JUN (Fan, et al 

2014). 

D. Bcl-xL 

1. Rôle de Bcl-xL dans la survie cellulaire 

La protéine Bcl-xL est caractérisée par ses quatre domaines BH et son domaine 

transmembranaire en C-terminal qui lui confèrent son activité anti-apoptotique grâce à sa 

poche hydrophobe. Comme Bcl-2 et Mcl-1, elle peut interagir avec différents membres pro-

apoptotiques comme Bim (Liu, et al 2003), Puma (Yu, et al 2001), Bad (Petros, et al 2000), 

tBid (Yao, et al 2009) ou encore Noxa (Lopez, et al 2010). Bcl-xL a également la capacité de 

s’hétérodimériser  avec  les  membres  pro-apoptotiques à multidomaines Bax et Bak (Sattler, et 

al 1997, Sedlak, et al 1995). Comme décrit pour Bcl-2, Bcl-xL semble pouvoir se lier à Apaf-

1  et  ainsi   inhiber   la   formation  de   l’apoptosome  et   l’activation de la caspase 9 en aval de la 

mitochondrie (Zou, et al 1997). Il a également été décrit que Bcl-xL pourrait interagir 

directement avec les caspases et ainsi les inhiber (Clem, et al 1998). 

Enfin, comme pour Mcl-1,  des  travaux  de  l’équipe  ont  pu  montrer  que  l’expression  de  

Bcl-xL est induite par  l’IL-6, augmentant ainsi la résistance de  la  cellule  à  l’apoptose (Puthier, 

et al 1999b). 
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2. La	
  régulation	
  de	
  l’expression	
  de	
  Bcl-xL :  

Les mécanismes de régulation de Bcl-xL sont très proches de ceux décrits pour Bcl-2 et 

Mcl-1. 

i. Régulation au niveau transcriptionnel 

Chez  l’homme,  le  gène  codant  pour  Bcl-xL (ou BCL2L1) est situé sur le chromosome 

20. De  multiples   sites   d’initiation   de   la   transcription   ont   été   identifiés   sur   ce   gène   et   sont  

utilisés en fonction du type cellulaire. La région promotrice de Bcl-xL contient différents sites 

de liaison de facteurs de transcription dont les plus décrits dans la  régulation  de  l’expression  

de Bcl-xL sont, NF-κB   et STATs (Grillot, et al 1997). En effet, l’implication   de   la   voie  

JAK/STAT dans la régulation de Bcl-xL a été montrée dans plusieurs études, notamment dans 

des cellules de MM en réponse   à   l’IL-6   qui   induit   l’augmentation   de   Bcl-xL via STAT3 

(Catlett-Falcone, et al 1999, Plowright, et al 2000),   ou   en   réponse   à   l’IL-2 qui active des 

signaux de survie dans les lymphocytes et induit Bcl-xL via STAT5 (Lord, et al 2000). 

Enfin, la voie Rel/NF-κB  a   été  montrée   comme  étant  directement   impliquée  dans   la  

régulation   de   la   réponse   apoptotique   via   l’augmentation   de la transcription de Bcl-xL. En 

effet, dans des lymphocytes B, Lee et al., ont décrit un site consensus de NF-κB   dans   le  

promoteur de Bcl-xL et  ont  montré  la  nécessité  de  l’activité  de  NF-κB  dans  l’augmentation  de  

Bcl-xL en réponse aux signaux de survie induite par le CD40 (Lee, et al 1999). De plus, Chen 

et al. ont   également   montré   l’implication   de   c-Rel et Rel-A   dans   l’augmentation   de  

l’expression  de  Bcl-xL dans des cellules de fibrosarcome (Chen, et al 2000). 

ii. Régulation au niveau post-transcriptionnel 

L’ARNm  codant  pour  Bcl-xL est soumis à un épissage alternatif aboutissant, en plus 

de Bcl-xL qui est le transcrit majeur, à deux autres isoformes, Bcl-xS et Bcl-xγ  (Grillot, et al 

1997). La forme courte Bcl-xS est caractérisée par son seul domaine BH3 et par son activité 

pro-apoptotique. En effet, cette isoforme peut se lier à la poche hydrophobe de Bcl-2, ou de 

Bcl-xL, et ainsi inhiber leur fonction anti-apoptotique (Boise, et al 1993). Enfin, le variant 

d’épissage   Bcl-xγ,   identifié   dans   les   lymphocytes   T,   régit   l’activation   ou   la   survie   de   ces  

cellules (Yang, et al 1997). 
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iii. Régulation au niveau post-traductionnel 

Bcl-xL peut être la cible des caspases. Son clivage au niveau de sa boucle libère un 

fragment ne possédant pas le domaine BH4 qui présente un effet pro-apoptotique (Clem, et al 

1998). 

Comme décrit précédemment pour Bcl-2 et Mcl-1, la phosphorylation de Bcl-xL peut 

avoir  différents  effets,  comme  l’inactivation, ou au contraire le renforcement de son rôle anti-

apoptotique, ou encore la diminution de la demi-vie de la protéine (Basu, et al 2006). 

E. Bcl-w 
Bcl-w (ou BCL2L2), possède tous les domaines BH ainsi   qu’un   domaine  

transmembranaire en C-terminal. Cette protéine peut interagir avec, et séquestrer, les 

membres pro-apoptotiques : Bim, Bax, Bak, Bad et Bik (Holmgreen, et al 1999). La 

conformation  particulière  de  cette  protéine  fait  que  lorsqu’une  protéine  pro-apoptotique se lie 

à sa poche hydrophobe, Bcl-w se fixe dans la membrane mitochondriale ce qui neutralise son 

rôle anti-apoptotique (Wilson-Annan, et al 2003). 

F. Bfl-1/A1 

Le gène codant pour Bfl-1/A1 (ou BCL2A1) est localisé sur le chromosome 15. Bfl-

1/A1 comprend quatre domaines BH, et un domaine transmembranaire formant  une  hélice  α9  

qui lui donne une double conformation tridimensionnelle (Choi, et al 1995). Ainsi, lorsque 

l’hélice   α9   est   présente   dans   la   poche   hydrophobe,   la  molécule   est   rigidifiée   et   l’accès   aux  

domaines BH3 des protéines pro-apoptotiques est limité. Présentée en dehors de la forme 

globulaire,  l’hélice  α9  permet  l’ancrage  de  Bfl-1/A1 dans la membrane mitochondriale (Brien, 

et al 2009). 

Bfl-1/A1 exerce principalement un rôle anti-apoptotique en séquestrant les membres 

pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 tels que Bim (Hsu, et al 1998), Bak, Bik (Holmgreen, et 

al 1999), Bad (Bae, et al 2001) et Bid (Werner, et al 2002). Bfl-1/A1 est principalement 

exprimée dans le système hématopoïétique, favorise la survie de certains leucocytes 

(lymphocytes,  macrophages)  et  joue  un  rôle  important  lors  de  l’inflammation  (Vogler 2012). 

Cependant, Bfl-1/A1   n’est   pas   exprimée   par   les   plasmocytes   (Tarte, et al 2004). Son 

expression est fortement régulée par les voies CD40 et NF-κB  (Lee, et al 1999, Zong, et al 

1999). 
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4) Les protéines pro-apoptotiques à multidomaines : 
Bax et Bak 

Les protéines pro-apoptotique Bax (BCL-2-associated X protein) et Bak (BCL-2 

antagonist/killer 1) sont indispensables  à  l’induction  de  l’apoptose  par  la  voie  mitochondriale  

(Wei, et al 2001). 

A. Structure 
Les gènes codant pour Bax et Bak sont localisés sur les chromosomes 19 et 6, et 

codent pour des protéines de 21kDa et 23kDa, respectivement. Ces protéines possèdent les 

domaines BH1, BH2, BH3 et transmembranaire composant 9 hélices α   et un coude. Leurs 

structures globulaires sont donc proches de celles de protéines anti-apoptotiques (Suzuki, et al 

2000, Westphal, et al 2011). 

B. Activation de Bax et Bak 
En condition normale, Bax est principalement localisée dans le cytoplasme, liée à des 

protéines chaperonnes telles que Ku70 et 14-3-3 qui la maintiennent sous forme inactive. Un 

stress  apoptotique  va  libérer  Bax  grâce  à  l’acétylation  de  Ku70  et  à  la  phosphorylation  de  14-

3-3 (Cohen, et al 2004, Tsuruta, et al 2004). La libération de Bax de ces protéines inhibitrices 

est nécessaire, mais ne suffit pas à son activation. En effet, la transduction du signal 

apoptotique par les membres de la famille Bcl-2  est  fondamentale  pour  l’activation  de  Bax. 

Bak est localisé au niveau de la membrane mitochondriale externe, grâce à son hélice 

α9  transmembranaire.  Bak  est  maintenue  sous  forme  inactive  par  l’interaction  avec  VDAC2  

(Cheng, et al 2003) ou avec des membres anti-apoptotiques tels que Bcl-xL ou Mcl-1 (Danial 

2007). Les membres pro-apoptotiques BH3-only activateurs vont rompre ces complexes, et 

ainsi libérer et activer Bak. 

L’activation  de  Bax  et Bak induit leur changement de conformation qui expose leurs 

hélices  α1,  α5,  α6  et  α9.  L’exposition  des  hélices  α1 et α9 est essentielle pour la translocation 

de  ces  protéines  à  la  mitochondrie  et  la  formation  d’homo-oligomères (Figure 16) (Wei, et al 

2001), tandis que les hélices α5 et α6 permettent la formation de pores dans la membrane 

mitochondriale externe (Lalier, et al 2007). 
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Figure 16 : Activation et oligomérisation de Bax et Bak. 
(d’après  (Westphal, et al 2011)). Le changement de conformation de Bax est initié par 

la liaison de Bim sur son extrémité N-terminale. Le changement de conformation génère un 
monomère de Bax actif qui expose son domaine BH3, permettant ainsi la formation 
d’oligomère  via  l’interaction  des  sillons  BH3.  Les  hélices  α1,  α2,  α3,  α4  et  α9  sont  indiquées  
par les numéros. 

 

L’activation  de  Bax  et  Bak  induit la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

externe, ce qui provoque la libération dans le cytoplasme des molécules apoptogènes 

(cytochrome   c,   Smac/DIABLO,   endonucléase   G,…)   initialement   présentes   dans   l’espace  

intermembranaire de la mitochondrie.  

5) Les protéines pro-apoptotiques à un seul domaine 
BH3 

Le groupe des membres pro-apoptotiques à un seul domaine BH3, dits BH3-only, est 

composé  chez   l’homme  de  huit protéines : Bad (Yang, et al 1995), Bik (Boyd, et al 1995), 

Bid (Wang, et al 1996), Hrk (Inohara, et al 1997), Bim (Hsu, et al 1998), Noxa (Oda, et al 

2000), Puma (Nakano and Vousden 2001), et Bmf (Puthalakath, et al 2001).  

Au cours de ce travail, seuls certains membres seront détaillés, avec un intérêt 

particulier pour Bim. 

A. Structure et fonction des protéines BH3-only 
Tous  les  membres  de  ce  groupe  possèdent  un  unique  domaine  d’homologie  avec  Bcl-

2, le domaine BH3. Seuls Bim, Bik et Hrk possèdent un domaine transmembranaire (Gross, et 

al 1999a). La différence entre les protéines pro-apoptotiques à multidomaine et les BH3-only 



69 
 

ne provient pas seulement de leur activité biologique et de leurs séquences, mais également de 

leurs structures. En effet, contrairement aux protéines à multidomaines, les protéines BH3-

only,   à   l’exception   de   Bid, sont des protéines intrinsèquement désordonnées (Hinds, et al 

2007, Rautureau, et al 2010, Yao, et al 2009). C'est-à-dire que les protéines BH3-only ne sont 

pas des entités bien pliées, elles sont définies par leur manque de structure, y compris 

secondaire (Kvansakul and Hinds 2014). Bid est la seule protéine BH3-only avec une 

structure bien définie, elle présente une structure hydrophobe similaire à celle de Bcl-2 

(Kvansakul and Hinds 2013). Les protéines BH3-only, y compris Bid, nécessitent une 

activation   protéolytique   ainsi   qu’une   étape   de   reconformation   pour   être   fonctionnelles  

(Kvansakul and Hinds 2014). 

Les protéines BH3-only sont considérées comme les sentinelles du bien-être cellulaire 

et les protéines initiatrices de l’apoptose par la voie mitochondriale. Ces protéines peuvent 

être divisées en deux groupes en fonction de leur activité. En effet, elles déclenchent 

l’apoptose  soit  en  activant  par  interaction  directe, les  protéines  effectrices  Bax  et  Bak,  il  s’agit  

des protéines BH3-only « activatrices », soit de manière indirecte en neutralisant les protéines 

anti-apoptotiques,  il  s’agit  alors  des  protéines  BH3-only « sensibilisatrices ». Ainsi, Bim, Bid 

sont des protéines activatrices, alors que Bad, Bik, Noxa et Puma sont des protéines 

sensibilisatrices (Figure 14) (Davids and Letai 2012). 

B. Les BH3-only activatrices 

1. Bim 

Le gène de Bim (Bcl-2 Interacting Mediator of cell death ou BCL2L11) est localisé sur 

le  chromosome  2  et   code  pour  3   isoformes   issues  d’un  épissage  alternatif : BimEL (23kDa), 

BimL (19kDa) et BimS (15kDa). Ces trois protéines possèdent toutes un domaine BH3 ainsi 

que le domaine transmembranaire, mais elles diffèrent par leur partie N-terminale (O'Connor, 

et al 1998). Des analyses par immuno-histochimie, western blot et hybridation in situ ont 

révélé que les isoformes BimEL et BimL sont exprimées dans la plupart des tissus et des 

lignées  cellulaires,  alors  que  l’expression de BimS est beaucoup plus restreinte (O'Reilly, et al 

2000). Ces différentes isoformes présentent également un pouvoir pro-apoptotique différent. 

En effet, BimS a le plus puissant pouvoir pro-apoptotique, suivi par BimL, puis BimEL. Deux 

mécanismes ont été proposés pour le maintien de Bim sous sa forme inactive. Le premier 

indique que les isoformes BimL et BimEL seraient séquestrées par DLC1 (Dynein Light Chain) 

au niveau des microtubules, ce qui expliquerait leur plus faible pouvoir pro-apoptotique. En 
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effet,  lors  d’un  stress  apoptotique,  BimEL et BimL doivent  d’abord  être  libérées  de DLC1 par 

JNK (Lei and Davis 2003). Un  deuxième  mécanisme  proposé  est  celui  de  l’interaction de Bim 

avec les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, ce qui séquestrerait la protéine 

inactive au niveau de la mitochondrie. Des travaux au sein de notre équipe ont vérifié cette 

deuxième hypothèse dans les cellules B, en montrant que les trois isoformes de Bim sont 

fortement associées aux protéines anti-apoptotiques Mcl-1, Bcl-2 et Bcl-xL, alors que peut de 

protéines BimEL et BimL sont associées avec les complexes de chaine de dynéines (Gomez-

Bougie, et al 2005). 

En plus du fait   que   Bim   est   à   même   d’activer   directement   les   protéines   pro-

apoptotiques à multidomaines par son interaction, elle a également la capacité de se lier à tous 

les membres anti-apoptotiques avec la même affinité et ainsi de tous les inhiber. 

L’expression   de  Bim   est   régulée   aussi   bien   au   niveau   transcriptionnel   qu’au   niveau  

post-traductionnel. En effet, il a été rapporté  que   l’expression  de  Bim  est   régulée  au  niveau  

transcriptionnel dans de nombreux types cellulaires lors de la privation en cytokine ou facteur 

de croissance. Ceci induit  l’expression  de  Bim  par  les voie JNK ou PI3K/Akt en impliquant 

notamment le facteur de transcription FoxO3a (Forkhead box O3a ou FKHRL1) (Dijkers, et 

al 2000, Putcha, et al 2001, Stahl, et al 2002). Aussi, cette régulation se fait de manière 

directe grâce aux deux séquences FRE (Forkhead Response Element) qui ont été décrites au 

niveau de la région promotrice de Bim (Gilley, et al 2003). 

De plus, au niveau post-traductionnel, Bim peut être phosphorylé par les voies ERK1-

2 (Ley, et al 2003, Ley, et al 2004, Luciano, et al 2003), JNK (Lei and Davis 2003, Putcha, et 

al 2003), et PI3K/Akt (Qi, et al 2006),  ce  qui  affecte  son  niveau  d’expression  et  son activité 

pro-apoptotique. Aussi, l’expression  de  Bim  est  régulée  via la dégradation par le protéasome 

après ubiquitination (Ley, et al 2003, Luciano, et al 2003, Meller, et al 2006). Enfin, bien que 

Bim soit impliqué dans le mécanisme d’activation  des  caspases,  cette  protéine  peut  également  

être la cible de la caspase 3 qui régule négativement son expression en stimulant sa 

dégradation.  Il  s’agit  alors  d’une  boucle  de  rétrocontrôle  négative (Wakeyama, et al 2007). 

Bim est un acteur   clé   de   l’homéostasie   lymphoïde,   en   effet,   cette   protéine   est  

fortement exprimée dans les lymphocytes T corticaux (CD4+CD8+), les lymphocytes B du 

centre germinatif et les cellules plasmocytaires (O'Reilly, et al 2000, Yokoyama, et al 2002). 

Bim joue donc un rôle important dans la différenciation des lymphocytes, notamment lors de 
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la sélection négative des lymphocytes auto-réactifs (Bouillet, et al 1999, Bouillet, et al 2002, 

Enders, et al 2003). 

2. Bid 

Le gène de Bid (BH3-Interacting Domain death agonist) est localisé sur le 

chromosome 22 et code pour une protéine de 22kDa. Cette protéine cytoplasmique à une 

structure tridimensionnelle proche de celle de Bcl-xL (Chou, et al 1999) et interagit avec Bcl-

2 et Bax (Wang, et al 1996). Bid joue un rôle important  dans   l’apoptose  en   faisant  un   lien 

entre la voie extrinsèque et la voie mitochondriale. En effet, la caspase 8 activée par la voie 

extrinsèque clive Bid, et sa partie C-terminale tronquée forme tBid. Celle-ci est transloquée à 

la membrane mitochondriale externe où elle active Bax et inhibe Bcl-2 permettant ainsi la 

formation de pores et la libération du cytochrome c (Gross, et al 1999b). De plus, il a été 

décrit que tBid peut former des canaux ioniques in vitro suggérant que la seule présence de 

tBid pourrait induire la perméabilisation mitochondriale (Schendel, et al 1999). 

C. Les BH3-only sensibilisatrices 
Les protéines BH3-only sensibilisatrices ne peuvent pas directement activer les 

protéines pro-apoptotiques à multidomaines Bax et Bak. En revanche, elles peuvent se lier 

grâce à leur domaine BH3, à la poche hydrophobe des protéines anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2. Elles antagonisent donc la fonction de ces protéines en dissociant les BH3-only 

activatrices et/ou en empêchant la fixation de BH3-only libres. De façon intéressante, 

l’affinité   des   différentes   BH3-only sensibilisatrices pour les protéines anti-apoptotiques est 

très   variable,   elles   n’interagissent   donc pas obligatoirement avec toutes les protéines anti-

apoptotiques (Certo, et al 2006, Kim, et al 2006, Kuwana, et al 2005, Letai, et al 2002). 

1. Bad 

Le gène de Bad (Bcl-2-associated Agonist of cell death) est localisé sur le 

chromosome 11 et code pour une protéine de 23kDa. Bad se lie à la poche hydrophobe des 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w, grâce à son domaine BH3, inhibant ainsi 

leur effet anti-apoptotique.   En   réponse   à   une   stimulation   par   l’IL-3, la protéine Bad est 

phosphorylée par la voie PI3K/Akt ce qui conduit à sa séquestration par la protéine 14-3-3 

(del Peso, et al 1997). 
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2. Bik 

Bik (Bcl-2  Interacting  Killer)  est   l’une  des  premières  protéines  BH3-only à avoir été 

identifiées, elle est considérée comme le membre fondateur de ce groupe car  c’est  grâce  à  son  

étude que le lien entre le domaine BH3 et la fonction pro-apoptotique a été fait (Boyd, et al 

1995). Son gène est situé sur le chromosome 22 et code pour une protéine de 20kDa localisée 

à la membrane du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie. Bik peut interagir avec 

Bcl-xL et Bcl-w.  L’expression  de  Bik  peut  être  régulée  par  p53  et   le facteur de transcription 

E2F1 (Chinnadurai, et al 2008). 

3. Noxa 

Le gène de Noxa (ou PMAIP1) (Noxa signifie « menace » en latin) est localisé sur le 

chromosome 18 et code pour la plus petite des protéines de la famille Bcl-2 connues à ce jour. 

Cette  protéine  de  10kDa  est  constituée  d’un  domaine  BH3  unique  qui  lui  confère  son  activité  

pro-apoptotique. Noxa peut se lier aux protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bfl-1/A1, mais 

une  étude  a  montré  qu’elle  interagit avec une forte affinité à Mcl-1 et une faible affinité à Bfl-

1/A1,  indiquant  qu’elle  est  plus  spécifique  de  Mcl-1 (Chen, et al 2005). La liaison de Noxa à 

Mcl-1 induit la dégradation de cette dernière par le protéasome (Ploner, et al 2008). 

L’expression   de   Noxa   peut   être   induite   par   différents   signaux   mitotiques   ou  

apoptotiques dépendants ou non de p53 (Oda, et al 2000). Il a également été montré que lors 

d’un   stress   hypoxique,   HIF1α (Hypoxia-inducible   factor   1α) peut   induire   l’expression   de 

Noxa (Kim, et al 2004). 

4. Puma 

Le gène de Puma (P53 Up-regulated Modulator of Apoptosis) est localisé sur le 

chromosome 19 et code pour une protéine de 23kDa avec une localisation mitochondriale 

grâce à son domaine transmembranaire en C-terminal.   Puma   peut   se   lier   à   l’ensemble   des  

protéines anti-apoptotiques ce qui lui donne un rôle pro-apoptotique majeur (Yu and Zhang 

2003). La   régulation   de   l’expression   de  Puma   au   niveau   transcriptionnel   est   dépendante   ou  

non  de  p53.  En  effet,  un  stress  génotoxique  induit  l’expression  de  Puma  via  p53  tandis  que  la  

privation en facteur de croissance ou un stress du réticulum endoplasmique induisent son 

expression de manière p53 indépendante (Ming, et al 2008, Nickson, et al 2007). Enfin, 

l’expression   de   Puma   peut   également   être   induite   par   le   facteur   de   transcription   E2F1  

(Hershko and Ginsberg 2004). Le classement de Puma dans le groupe des protéines BH3-only 



73 
 

sensibilisatrices est discuté, en effet, certaines études ont montrés que Puma pouvait se lier 

directement à Bax et Bak, et ainsi être une protéine BH3-only activatrice (Cartron, et al 2004, 

Kim, et al 2006). 
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V. LE	
   MECANISME	
   D’ACTION	
   DE	
   LA	
  
DEXAMETHASONE DANS LE MYELOME 

La Dexamethasone étant largement utilisée dans le traitement du myélome, comme 

décrit précédemment, des études ont été initiées dans le but de déterminer son mécanisme 

d’action. 

Il  a  d’abord  été  montré  qu’en plus de ses effets anti-inflammatoires et antalgiques, la 

Dex présente des effets directs sur les cellules de MM. En effet, elle possède des effets 

antiprolifératifs (Distelhorst, et al 1984) et induit la mort cellulaire des plasmocytes tumoraux 

(Gomi, et al 1990, Hardin, et al 1994, Juge-Morineau, et al 1995). Cependant les mécanismes 

mis en jeu ne sont pas totalement élucidés. Les premières études ont montré un impact de la 

Dex  sur  la  production  d’IL-6  et  l’expression  du  récepteur  à  l’IL-6 par les cellules de MM. Il a 

également   été   montré   que   l’IL-6 de manière paracrine pouvait inhiber les effets 

antiprolifératifs et pro-apoptotiques de la Dex (Hardin, et al 1994, Juge-Morineau, et al 1995). 

Aussi, différentes études ont été réalisées sur un nombre restreint de lignées de MM, et 

notamment sur la lignée MM.1S qui a été décrite comme une lignée sensible à la Dex et la 

lignée résistante MM.1R dérivée de cette première après une longue exposition à la Dex. Ces 

études ont permis de mettre en évidence le rôle du récepteur aux glucocorticoïdes dans la 

réponse à la Dex de ces cellules (Sanchez-Vega and Gandhi 2009, Sanchez-Vega, et al 2006), 

mais  également  la  modulation  de  l’expression  de  nombreux  gènes,  dont  ceux  codant  pour  les  

protéines de la famille Bcl-2, Bcl-xL et Bim (Chauhan, et al 2002, Sharma and Lichtenstein 

2008). 

Enfin, en 2007, Grugan et ses co-auteurs   ont   émis   l’hypothèse,   d’après   les   études 

réalisées sur les cellules T, que GILZ pouvait être impliqué dans la réponse aux GCs dans le 

MM. Après avoir montré l’augmentation  de  l’expression  de  GILZ  par  la  Dex  dans  différentes  

lignées de MM, ils ont mis en évidence que la réduction par ARN interférence  de  l’induction  

de GILZ conduit à une faible diminution de la mort induite par la Dex, supportant ainsi 

l’hypothèse de   l’implication de GILZ dans la mort induite par les GCs dans le MM. 

Cependant, le modeste effet démontré laisse penser que GILZ ne serait  pas  l’unique  acteur  de  

cette  mort.  Dans  cette  étude,  le  prétraitement  des  cellules  avec  de  l’IL-6  ou  de  l’IGF1  inhibe  

en   partie   l’augmentation   de   l’expression   de   GILZ   et la mort cellulaire induite par la Dex 

(Grugan, et al 2008).   
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VI. LES OBJECTIFS DE CE TRAVAIL 
Comme montré précédemment, le   mécanisme   d’action   des   glucocorticoïdes,   et  

notamment  de  la  Dexamethasone,  n’est  pas  encore  totalement  élucidé  dans  le  myélome.  Or,  

l’utilisation de la Dex dans le traitement du MM est très large et non ciblée. En effet, elle ne 

prend  pas  en  compte  l’hétérogénéité  moléculaire  du  myélome.  De  plus,  l’usage  de  la  Dex  est  

associé  à  un  large  éventail  d’effets  indésirables  et  est  confronté  à  de  nombreuses  résistances. 

Les études précédentes ont été réalisées sur un nombre restreint de lignées cellulaires 

et la spécificité de la réponse à la Dex en fonction des différentes entités moléculaires du MM 

n’avait jusqu’à   présent   pas   été   définie. Nous   avons   donc   réévalué   l’activité   anti-tumorale 

intrinsèque de la Dex dans le MM en fonction des sous-groupes moléculaires du myélome. 

Pour cela, nous avons mené cette étude sur notre large cohorte de lignées cellulaires 

représentative   de   la   diversité   du   MM.   Aussi,   afin   d’améliorer   les   connaissances   des  

mécanismes  moléculaires  qui  conduisent  à  l’induction  de  la  mort  cellulaire par la Dex, nous 

avons  étudié  l’implication  des  différents  acteurs  précédemment  évoqués,   le  GR,  GILZ  et les 

protéines de la famille Bcl-2, dans la réponse à la Dex. 

Nous avons ainsi mis en évidence lors de cette étude, la spécificité de la réponse à la 

Dex de deux sous-groupes moléculaires du myélome, et également une partie du mécanisme 

d’action   de   la   Dex   impliquant   GILZ   dans   l’équilibre entre les protéines pro- et anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2. 
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I. Mécanismes de la mort cellulaire induite 
par la Dex et impact de	
   l’hétérogénéité	
  
moléculaire du MM sur la réponse. 

 

Article 1 : La mort cellulaire induite par la Dexamethasone est restreinte à des sous-

groupes moléculaires du myélome multiple spécifiques. 

Comme décrit précédemment, le myélome multiple est une tumeur plasmocytaire 

incurable malgré des avancées thérapeutiques majeures. Cette pathologie regroupe plusieurs 

catégories de patients à fort impact pronostique basées sur les principales anomalies 

génétiques. La Dexamethasone (Dex) est le glucocorticoïde le plus largement utilisée dans le 

traitement du MM. Cependant, en monothérapie, seule la moitié des patients répondent à la 

Dex.   Grâce   à   notre   large   collection   de   lignées   de   MM,   représentative   de   l’hétérogénéité 

moléculaire retrouvée  chez   les  patients,   nous   avons  mis   en   évidence  que   l’apoptose   induite  

par la Dex dans les lignées de MM est restreinte aux sous-groupes moléculaires t(4;14) (MS) 

et t(14;16) (MF) associés à un mauvais pronostic, alors que le sous-groupe t(11;14) (CCND1) 

de pronostic neutre est résistant. Cette hétérogénéité de la réponse à la Dex a été confirmée in 

vivo dans un modèle murin de tumeur sous-cutanée. Afin de comprendre cette hétérogénéité 

de la réponse, nous avons recherché les mécanismes moléculaires responsables de la 

sensibilité  à  la  Dex.  Nous  avons  démontré  que  l’expression  du  récepteur  aux  glucocorticoïdes  

(GR) est un facteur limitant de la réponse à la Dex et que son expression est corrélée avec 

l’expression   de   l’oncogène   MAF.   Nous   avons également montré que l’expression   de   la 

protéine GILZ (Glucocorticoid-induced leucine zipper) est induite par la Dex dans le MM et 

que  cette  induction  est  principalement  dépendante  du  niveau  d’expression  du  GR.  Aussi,  nous  

avons mis en évidence que GILZ  et  Bim  sont  nécessaires   à   l’induction   dans   la  mort  par   la  

Dex.  Enfin,  nous  avons  montré  que  l’induction  de  GILZ  est  impliquée  dans  la  régulation  de  

l’expression  de  Bim  dans  le  MM. 

Cette étude a  permis  de  mettre  à   jour,  d’une  part, que les sous-groupes moléculaires 

MF et CCND1 présentent une spécificité de réponse à la Dex bien différente,  et  d’autre  part,  

l’importance  du  niveau  d’expression  du  récepteur  aux  GCs  et  de  l’induction  de  l’expression  

de GILZ et de Bim dans la réponse à la Dex. Ce travail souligne  donc  l’intérêt  de  continuer  

les   investigations   afin   d’élucider   complètement   le   mécanisme   d’action   des   GCs   dans   le  
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myélome, et  suggère  que  l’effet  des  GCs  pourrait  être  réévalué en fonction des sous-groupes 

moléculaires  du  myélome,  afin  d’améliorer  l’efficacité et de réduire les effets indésirables de 

ce traitement. 
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ABSTRACT
Due to its cytotoxic effect in lymphoid cells, dexamethasone is widely used in the 

treatment of multiple myeloma (MM). However, only a subset of myeloma patients 
UHVSRQGV�WR�KLJK�GRVH�GH[DPHWKDVRQH��'HVSLWH�WKH�XQGHQLDEOH�DQWL�P\HORPD�EHQH¿WV�
RI�GH[DPHWKDVRQH��VLJQL¿FDQW�DGYHUVH�HIIHFWV�KDYH�EHHQ�UHSRUWHG��:H�UH�HYDOXDWH�
the anti-tumor effect of dexamethasone according to the molecular heterogeneity of 
00��:H�GHPRQVWUDWHG�WKDW�WKH�SUR�GHDWK�HIIHFW�RI�GH[DPHWKDVRQH�LV�UHODWHG�WR�WKH�
genetic heterogeneity of MM because sensitive cell lines were restricted to MAF and 
MMSET signature subgroups, whereas all CCND1 cell lines (n = 10) were resistant to 
GH[DPHWKDVRQH��:H�GHPRQVWUDWHG�WKDW�WKH�JOXFRFRUWLFRLG�UHFHSWRU�H[SUHVVLRQ�ZDV�
an important limiting factor for dexamethasone-induced cell death and we found a 
correlation between glucocorticoid receptor levels and the induction of glucocorticoid-
induced leucine zipper (GILZ) under dexamethasone treatment. By silencing GILZ, 
we next demonstrated that GILZ is necessary for Dex induced apoptosis while 
triggering an imbalance between anti- and pro-apoptotic Bcl-2 proteins. Finally, the 
KHWHURJHQHLW\�RI�WKH�GH[DPHWKDVRQH�UHVSRQVH�ZDV�IXUWKHU�FRQ¿UPHG�in vivo using 
P\HORPD�[HQRJUDIW�PRGHOV��2XU�¿QGLQJV�VXJJHVWHG�WKDW�WKH�HIIHFW�RI�GH[DPHWKDVRQH�
should be re-evaluated within molecular subgroups of myeloma patients to improve 
LWV�HI¿FDF\�DQG�UHGXFH�LWV�DGYHUVH�HIIHFWV�

INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is an incurable plasma 
cell malignancy despite considerable improvements to 
survival due to the introduction of new drugs, such as 
proteasome inhibitors and immunomodulatory agents [1]. 
Glucocorticoids (GCs) are widely used in the treatment 
of MM, mainly in combination regimens. Among GCs, 
dexamethasone (Dex) is used in all phases of treatment, 
including induction, consolidation and maintenance. In 
1992, Alexanian et al showed that high doses of Dex 
were effective in about half of untreated MM patients 
DQG�WKDW�WKH�HI¿FDF\�RI�WKH�FRPELQDWLRQ�RI�YLQFULVWLQH��

doxorubicin and dexamethasone was mainly due to the 
high doses of Dex [2]. Following the introduction of 
thalidomide, Dex has mainly been used in combination 
regimens because the combination of Dex with 
WKDOLGRPLGH�GHPRQVWUDWHV�VLJQL¿FDQWO\�VXSHULRU�UHVSRQVH�
rates in newly diagnosed MM patients compared with 
Dex alone [3]. More recently, Dex associated with 
bortezomib and lenalidomide has appeared as the most 
promising drug association recommended for high-risk 
patients [4].

The effects of GCs occur through GC binding 
to the GC receptor GR, a member of the type I nuclear 
receptor superfamily. GR is transcribed from a single 
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gene, NR3C1, located on chromosome 5. However, GR 
actions are dependent on multiple receptor isoforms. 
$OWHUQDWLYH� VSOLFLQJ� RI� *5� SUH�P51$� SURGXFHV� ¿YH�
distinct GR protein isoforms: the predominant full-length 
*5Į��WKH�GRPLQDQW�QHJDWLYH�*5ȕ��DQG�WKH�WKUHH�OHVV�ZHOO�
FKDUDFWHUL]HG�DQG�OHVV�DEXQGDQW�LVRIRUPV�*5Ȗ��*5�$�DQG�
GR-P [5, 6]. Resistance to GCs is not fully understood 
because multiple molecular mechanisms are involved and 
DUH� OLNHO\� FHOO�W\SH� VSHFL¿F� >��� �@��+RZHYHU�� DOWHUHG�RU�
low-level GR expression accounts for inherent resistance 
WR�*&V�>�@��5HVLVWDQFH�PD\�DOVR�RFFXU�GRZQVWUHDP�RI�*5��
GCs bind GR, which then translocates to the nucleus and 
interacts with either GC-response elements to induce gene 
transcription (transactivation) or directly interacts with 
transcription factors, such as NFKB or AP-1 to represss 
their activity (transrepression). The transactivation 
activity of GR is highly regulated and required for GC-
induced apoptosis involving the intrinsic mitochondrial 
pathway [6, 9]. The TSC22D3 gene encoding the GC-
induced leucine zipper protein GILZ is one of the most 
strongly up-regulated genes by GCs [10] . An important 
overlap between the effect of GILZ and those of GCs was 
demonstrated, suggesting that GILZ is a critical mediator 
of the therapeutic effect of GCs [11–13]. GILZ protein is 
involved in numerous protein/protein interactions and thus 
UHJXODWHV�PXOWLSOH�VLJQDOLQJ�SDWKZD\V��LQFOXGLQJ�1)�ț%�
and Ras [11–13].

Among the multiple candidate genes involved in 
GC-induced apoptosis, BCL2L11, which encodes the pro-
apoptotic Bim protein, appears to be the most important. 
In 2003, BCL2L11�ZDV�LGHQWL¿HG�DV�D�*&�LQGXFHG�GHDWK�
JHQH�������6LQFH�WKDW�WLPH��QXPHURXV�VWXGLHV�KDYH�VKRZQ�
that Bim is a key mediator of GC-induced cell death in 
lymphoid cells [9, 14–16].

MM is molecularly heterogeneous, with 
chromosomal abnormalities that include full or partial 
GHOHWLRQV� RI� FKURPRVRPHV� ��� RU� ���� DPSOL¿FDWLRQ� RI�
1q21, recurrent translocations of 14q32 or hyperdiploidy 
>��±��@�� 7KH� UHFXUUHQW� ��T��� WUDQVORFDWLRQ� DQG�
hyperdiploidy are associated with distinct gene 
H[SUHVVLRQ�SUR¿OHV�WKDW�GH¿QH�VHYHUDO�JURXSV��QDPHO\�
WKH� +<�� 06�� &'����� DQG� 0)� JURXSV�� FKDUDFWHUL]HG�
by the hyperdiploid, MMSET, CCND1 and MAF 
VLJQDWXUHV�� UHVSHFWLYHO\�� 7KH�06� DQG�0)� VXEJURXSV�
have been associated with poor overall survival [20, 21]. 
Although c-maf translocation is only found in 5 to 10% 
of patients, c-maf is overexpressed in approximately 
50% of patients and is regulated both by the MEK and 
006(7�SDWKZD\V�>������@�

Because only 50% of untreated MM patients 
respond to high doses of Dex [2], our study was 
undertaken to re-evaluate the anti-tumor effect of Dex 
according to the molecular heterogeneity of MM patients 
using a large collection of myeloma cell lines (n = 31) that 
are representative of the molecular translocations found 
in patients.

RESULTS

The cellular response to Dex was correlated with 
the molecular subtype of human myeloma cell 
lines (HMCLs)

Although it is well accepted that Dex induces 
apoptosis in MM, the variability of the response among 
HMCLs with different genetic backgrounds harboring 
the main recurrent translocations has never been 
LQYHVWLJDWHG��+0&/V�ZHUH�FODVVL¿HG� LQWR�0)��06�DQG�
CCND1 subgroups according to their IgH translocation 
�6XSSOHPHQWDU\� 7DEOH� 6���� $OO� +0&/V� WKDW� GLG� QRW�
present the main recurrent translocations leading to MAF, 
MMSET or CCND1�RYHU�H[SUHVVLRQ�ZHUH�FODVVL¿HG�LQWR�
the “Others” subgroup. Cell death induction was assessed 
across a panel of 31 HMCLs following Dex treatment for 
���KRXUV��7KH�GRVH�RI���ȝ0�RI�'H[�ZDV�FKRVHQ�EHFDXVH�
there is no dose response effect in cell death induction 
IRU� 'H[� FRQFHQWUDWLRQV� UDQJLQJ� IURP� ���� WR� ��� ȝ0�
�6XSSOHPHQWDU\�)LJXUH�6�$���7KH�DELOLW\�RI�'H[�WR�LQGXFH�
myeloma cell death was very heterogeneous within the 
GLIIHUHQW�VXEJURXSV�RI�+0&/V��)LJXUH��$��6XSSOHPHQWDU\�
7DEOH�6����'H[�LQGXFHG�DSRSWRVLV�ZDV�UHVWULFWHG�WR�WKH�0)�
DQG�06�VXEJURXSV��ZLWK�D�PHDQ�QXPEHU�RI�DSRSWRWLF�FHOOV�
of 25% and 24%, respectively (Figure 1A). In contrast, 
no cell death was induced by Dex in any of the CCND1 
HMCLs (n� ������:H�¿UVW�GHWHUPLQHG�ZKHWKHU�FHOO�GHDWK�
was associated with caspase activation and PARP1 
cleavage in a selected panel of cell lines, including Dex-
sensitive (>15% cell death) and Dex-resistant HMCLs, 
which were representative of the molecular diversity of 
MM (Figure 1B). The results in Figure 1C showed that 
the activation of caspase 3 and the PARP1 cleavage were 
effective in all sensitive cell lines. Then, the effect of Dex 
was assessed in 19 primary myeloma cells, showing that 
cell death induction was highly heterogeneous from 0 to 
�����7DEOH����6XSSOHPHQWDU\�)LJXUH�6�%���)RXU�VDPSOHV�
harbored an IgH translation, one with a t(14;16), one 
with a t(4;14) and two with a t(11;14). Of note, the MF 
DQG�06�SDWLHQW�ZHUH�VHQVLWLYH������DQG�����FHOO�GHDWK�
respectively), whereas the CCND1 patients were resistant 
(2% and 4% cell death). Two samples at diagnosis 
appeared resistant to Dex, indicating that primary tumor 
cells could present an inherent resistance to Dex.

High NR3C1 expression characterized the MF 
and hyperdiploid (HY) subgroups of myeloma 
patients

Because Dex exerts its action through the GR, we 
investigated GR expression by transcriptomic Affymetrix 
analysis of the NR3C1 gene in the different HMCL 
subgroups. NR3C1 gene expression was heterogeneous 
among the HMCL subgroups (p = 0.02); however, the 
0)� DQG� 06� VXEJURXSV� H[KLELWHG� D� KLJKHU� H[SUHVVLRQ�
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FRPSDUHG�ZLWK�WKH�&&1'��DQG�2WKHUV�VXEJURXSV������
fold mean increase, p = 0.002) (Figure 2A). We also found 
that NR3C1�H[SUHVVLRQ�ZDV�VLJQL¿FDQWO\�KLJKHU�LQ�WKH�0)�
subgroup compared with all other HMCLs (1.4-fold mean 
increase, p = 0.029) (Figure 2A). We then took advantage 
of the publicly available Affymetrix gene expression 
microarray data from 309 newly diagnosed MM patients 
to analyze NR3C1� H[SUHVVLRQ� LQ� WKH�0)��06��&&1'��
DQG�+<�JURXSV�RI�SDWLHQWV�� DV�SUHYLRXVO\�GH¿QHG� >��@��
:H� ¿UVW� QRWLFHG� WKDW� QRQH� RI� WKH� SDWLHQWV� FRPSOHWHO\�
lacked NR3C1 expression but that NR3C1 levels were 
VLJQL¿FDQWO\�GLIIHUHQW�EHWZHHQ�WKH�PROHFXODU�VXEJURXSV�
(p������������2I�QRWH��0)�SDWLHQWV�H[SUHVVHG�VLJQL¿FDQWO\�
higher levels of NR3C1� WKDQ� DOO� RWKHU� VXEJURXSV� �����
fold mean change, p < 0.0001) (Figure 2B), suggesting 
WKDW� WKH� VSHFL¿F� UHJXODWLRQ� RI�NR3C1 expression may 
occur in MF patients. Moreover, HY patients expressed 
VLJQL¿FDQWO\�KLJKHU�OHYHOV�RI�NR3C1�WKDQ�06�DQG�&&1'��
patients (1.3-fold mean increase, p < 0.0001) (Figure 2B), 
which may be explained by the localization of the NR3C1 

gene on chromosome 5. Indeed, chromosome 5 trisomy is 
frequent in hyperdiploid MM [24].

Levels of GR expression appear to be a limiting 
factor for Dex-induced cell death

To deepen the understanding of Dex sensitivity, we 
HVWDEOLVKHG� WZR� 'H[�UHVLVWDQW� FHOO� OLQHV�� 1$1�'5� DQG�
00��6'5��REWDLQHG�E\�ORQJ�WHUP�FXOWXUH�RI�WKH�SDUHQWDO�
FHOO� OLQHV�ZLWK� D� ORZ�'H[� FRQFHQWUDWLRQ� �6XSSOHPHQWDU\�
)LJXUH� 6���� 1$1�'5� DQG� 00��6'5� FHOOV� ZHUH�
characterized by an absence of cell death induction (0% 
FHOO� GHDWK� LQ� ERWK� 1$1�'5� DQG�00��6'5� FRPSDUHG�
ZLWK�����DQG�����LQ�WKH�SDUHQWDO�FHOO�OLQHV��UHVSHFWLYHO\��
associated with nearly no caspase activation and no PARP1 
FOHDYDJH�XQGHU�'H[�WUHDWPHQW��6XSSOHPHQWDU\�)LJXUH�6����
In contrast, their sensitivity to bortezomib or lenalidomide 
ZDV�XQFKDQJHG��6XSSOHPHQWDU\�)LJXUH�6����7R�GHWHUPLQH�
whether long-term Dex treatment affected the GR levels in 
resistant cell lines compared with their respective parental 

Table 1: Dex sensitivity and characteristics of primary myeloma cells
Patient characteristics Dex sensitivity FISH analysis

Sample Disease Status Origin ��FHOO�GHDWK����ȝ0� t (4;14) t (14;16) t (11;14)

1* MM R BM 96 í í í

2 pPCL D PB 92 í + í

3* MM R BM �� í í í

4 pPCL D PB �� í í í

5 MM R BM 60 í í í

6 MM R BM �� í í í

� MM D BM 49 + í í

�
 MM D BM 33 í í í

9 pPCL D PB 29 í í í

10 pPCL D PB 26 í í í

11 pPCL D PB 20 í í í

12 sPCL R PB �� í í í

13* MM R BM � í í í

14 MM R BM � í í í

15 MM R BM 4 í í +

16 sPCL R PB 2 í í +

�� sPCL R PB 0 í í í

��
 MM D BM 0 í í í

19 pPCL D PE 0 í í í

Abbreviations: MM, multiple myeloma; pPCL, primary plasma cell leukemia; sPCL, secondary plasma cell leukemia; D, 
diagnosis; R, relapse; BM, bone marrow; PB, peripheral blood; PE, pleural effusion.
3ODVPD�FHOOV�ZHUH�SXUL¿HG��
��RU�QRW�ZLWK�&'����LPPXQRPDJQHWLF�EHDGV�GHSHQGLQJ�RQ�WKH�P\HORPD�LQ¿OWUDWLRQ�DQG�WKH�
WRWDO�QXPEHU�RI�FHOOV��&HOO�GHDWK�ZDV�DVVHVVHG�DIWHU����KRXUV�'H[�WUHDWPHQW�E\�WKH�ORVV�RI�&'����VWDLQLQJ�
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cell lines, we assessed NR3C1�OHYHOV�E\�4�3&5��1$1�'5�
DQG�00��6'5� FHOOV� H[SUHVVHG� YHU\� ORZ�NR3C1 levels 
compared with the parental cell lines (Figure 2C). We 
next compared the NR3C1 levels in our selected panel of 
cell lines and showed that sensitive cell lines demonstrated 
higher NR3C1 levels than resistant cell lines (p = 0.036) 
(Figure 2D). However, we noticed that among the resistant 
FHOO�OLQHV��.06���3(�H[SUHVVHG�KLJKHU�NR3C1 levels than 
other resistant cell lines. Additionally, with some exceptions, 
we showed a correlation between NR3C1 mRNA expression 
and the pro-apoptotic effect of Dex (Figure 2E, p < 0.0001, 
5KR���������)LQDOO\��ZH�IRXQG�D�FRUUHODWLRQ�EHWZHHQ�NR3C1 
and MAF expression suggesting that NR3C1 expression may 
be linked with MAF expression (Figure 2F, p = 0.0012, Rho 
= 0.55). In its inactive form, GR is located in the cytoplasm; 
once activated by GC, it is translocated to the nucleus [25]. 
Thus, we analyzed GR protein expression in the cytosolic 
fraction and its translocation to the nucleus. Dex treatment 
induces the total translocation of GR to the nuclear fraction 
irrespective of its endogenous level (Figure 2G). Altogether, 
these results suggested that low levels of GR appear to be 
RQH�RI�WKH�¿UVW�OLPLWLQJ�HYHQWV�LQ�'H[�UHVLVWDQFH�

The strong up-regulation of GILZ was necessary 
for Dex-induced apoptosis

Using the same panel of HMCLs, we further 
investigated the expression of GILZ, a protein encoded 

by the TSC22D3 GC-transactivated gene. After Dex 
exposure, TSC22D3 levels were up-regulated in most cell 
lines (Figure 3A). However, resistant cell lines failed to up-
regulate TSC22D3 to the same extent as sensitive cell lines 
(Figure 3A). Of note, a correlation was found between the 
levels of GR expression and Dex-induced TSC22D3 up-
regulation (p� �������5KR���������)LJXUH��%���$QDO\VLV�RI�
WKH�*,/=�SURWHLQ�XQGHU�'H[�WUHDWPHQW�FRQ¿UPHG�D�VWURQJHU�
up-regulation of GILZ not only in sensitive cell lines but 
DOVR�LQ�.06���3(�FHOOV��ZKLFK�H[SUHVVHG�KLJK�OHYHOV�RI�*5�
�)LJXUH��&���7R�DVVHVV�ZKHWKHU�*,/=�PD\�LQÀXHQFH�WKH�'H[�
response, we next performed transient knockdown of GILZ 
in both OPM2 and BCN cell lines. Indeed, GILZ silencing 
strongly reduced Dex-induced apoptosis (54% decrease, 
p� ��������LQ�230��FHOO�OLQH��)LJXUH��'��DQG�WR�D�OHVVHU�
extent in BCN (30% decrease, p� ��������6XSSOHPHQWDU\�
)LJXUH�6����+RZHYHU��WKLV�ZHDNHU�HIIHFW�RQ�'H[�LQGXFHG�
apoptosis in BCN compared to OPM2 is probably due to the 
OHVV�HI¿FLHQW�*,/=�VLOHQFLQJ������YHUVXV�����LQKLELWLRQ�
respectively). Altogether, these results highlighted the 
implication of GILZ in Dex-induced apoptosis.

GILZ was involved in Bim up-regulation and 
Bcl-xL down-regulation associated with Dex-
induced apoptosis in HMCLs

Among the pro-apoptotic Bcl-2 family proteins, 
%LP��D�%+��RQO\�PHPEHU��KDV�IUHTXHQWO\�EHHQ�LGHQWL¿HG�

Figure 1: Dex sensitivity is heterogeneous and restricted to the MS and MF HMCL subgroups. A. HMCLs (n = 31) were 
WUHDWHG�ZLWK���ȝ0�'H[�IRU����KRXUV��DQG�FHOO�GHDWK�ZDV�DVVHVVHG�E\�$SR����VWDLQLQJ��+0&/V�ZHUH�FODVVL¿HG�LQWR���JURXSV�DV�IROORZ��06��
MF, CCND1 and Others for no or no recurrent translocation cell lines. Of note, HMCLs harboring a t(14;20), t(20;22) or t(16;22) were 
LQFOXGHG�LQ�WKH�0)�VXEJURXS��(DFK�V\PERO�UHSUHVHQWV�RQH�+0&/��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�WKH�0DQQ�:KLWQH\�WHVW��B. 
&KDUDFWHULVWLFV�RI�VHOHFWHG�VHQVLWLYH�DQG�UHVLVWDQW�FHOO�OLQHV��'H[�VHQVLWLYLW\�ZDV�GH¿QHG�DV�IROORZV��VHQVLWLYH��������DSRSWRWLF�+0&/�FHOOV�
and resistant, < 15% apoptotic HMCL cells. C. Cell death signature was analyzed by immunoblotting after 24 hours of Dex treatment. Actin 
was used as a loading control.
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Figure 2: Analysis of both NR3C1 gene and GR protein expression in myeloma subgroups. A, B. NR3C1 gene expression of 
HMCLs and 309 newly diagnosed MM patients was assessed by transcriptomic Affymetrix analysis and plotted for the respective HMCL 
VXEJURXSV��$���RU�IRU�WKH�0)��06��&&1'��DQG�K\SHUGLSORLG��+<��SDWLHQW�JURXSV��%��(DFK�V\PERO�UHSUHVHQWV�RQH�+0&/�RU�RQH�SDWLHQW��
6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�WKH�0DQQ�:KLWQH\�WHVW��C, D. NR3C1 mRNA expression of Dex-resistant cell lines (C) and HMCL 
collection (D) was assessed by Q-PCR. NR3C1 mRNA expression of generated Dex-resistant cell lines was normalized to NR3C1 mRNA 
expression of the parental cell lines. NR3C1 mRNA expression of HMCLs was normalized to NR3C1 mRNA expression of U266 cell line. 
7KH�PHDQ���6'�RI���H[SHULPHQWV�LV�SUHVHQWHG��6HQVLWLYH�FHOO�OLQHV�DUH�LQGLFDWHG�E\�WKLFN�FKDUDFWHUV��DQG�UHVLVWDQW�FHOO�OLQHV�DUH�LQGLFDWHG�
E\�WKLQ�FKDUDFWHUV��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�WKH�0DQQ�:KLWQH\�WHVW��E, F. The relative NR3C1 mRNA level was analyzed 
YHUVXV�WKH�SHUFHQWDJH�RI�$SR����SRVLWLYH�FHOOV�XQGHU�'H[�WUHDWPHQW��(��RU�YHUVXV�MAF Affymetrix expression (F). MAF gene expression 
was assessed by addition of the cMAF and MAFB�YDOXHV�RI�WUDQVFULSWRPLF�$II\PHWUL[�H[SUHVVLRQ��6SHDUPDQ¶V�UDQN�FRUUHODWLRQ�FRHI¿FLHQWV�
are indicated. G. After 24 hours of Dex treatment, the translocation of GR was assessed by analyzing the expression of GR in both the 
QXFOHDU��1��DQG�F\WRVROLF��&��IUDFWLRQV��(DFK�IUDFWLRQ�����ȝJ��ZDV�VXEMHFWHG�WR�ZHVWHUQ�EORW�DQDO\VLV�IRU�*5�H[SUHVVLRQ��/DPLQ�$�&�DQG�
WXEXOLQ�ZHUH�LQFOXGHG�DV�IUDFWLRQ�SXULW\�PDUNHUV��6HQVLWLYH�FHOO�OLQHV�DUH�LQGLFDWHG�DV�DERYH�



Oncotarget6www.impactjournals.com/oncotarget

as one of the key mediators of GC-induced apoptosis 
[14–16]. In addition to Bim, Puma another BH3-only 
member was also shown to contribute to GC-induced 
apoptosis [15]. Furthermore, based on a previous 
PLFURDUUD\�DQDO\VLV�LQ�00��6�FHOOV�>��@��WKH�BCL2L1 gene 
that encodes Bcl-xL was shown to be the only anti-apoptotic 
gene strongly down-regulated by Dex. We demonstrated 
that a strong up-regulation of all Bim isoforms occurred 
PDLQO\�LQ�VHQVLWLYH�FHOO�OLQHV�EXW�DOVR�LQ�.06���3(�'H[�
resistant cells (Figure 4A). When Puma was endogenously 
expressed in the HMCLs, we observed a weak Puma up-
regulation in parallel to Bim up-regulation (Figure 4A). 
The anti-apoptotic Mcl-1 protein was not modulated with 
the exception of OPM2 where Mcl-1 is down-regulated. 
In contrast to Mcl-1, we showed that Bcl-xL protein 
expression was strongly decreased in all Dex-sensitive 
+0&/V��ZKHUHDV�LWV�H[SUHVVLRQ�ZDV�ZHDNO\�PRGL¿HG�LQ�

Dex-resistant HMCLs (Figure 4A). These results may 
indicate that the apoptotic response is associated with 
an imbalance between pro- and anti-apoptotic proteins. 
We next demonstrated that Bim silencing in OPM2 cells 
FDXVHG�D�VLJQL¿FDQW�GHFUHDVH�LQ�'H[�LQGXFHG�FHOO�GHDWK�
(51%, p = 0.004) (Figure 4B). Finally, because the resistant 
.06���3(�+0&/�LV�FKDUDFWHUL]HG�E\�DQ�LQFUHDVH�LQ�%LP�
under Dex treatment but an absence of Bcl-xL down-
regulation, we silenced Bcl-xL to determine whether its 
down-regulation could overcome Dex resistance. Despite 
the complete silencing of Bcl-xL� LQ� .06���3(� FHOOV��
'H[�GLG�QRW�LQGXFH�VLJQL¿FDQW�FHOO�GHDWK��LQGLFDWLQJ�WKDW 
Bcl-xL down-regulation concomitant to Bim up-regulation 
ZDV� QRW� VXI¿FLHQW� WR� FRXQWHUDFW� 'H[� UHVLVWDQFH� LQ� WKLV�
CCND1 HMCL (Figure 4C). Of interest, the silencing 
of GILZ impairs both Bim up-regulation and Bcl-xL 
down-regulation under Dex treatment (Figure 4D). Finally, 

Figure 3: GILZ up-regulation is necessary for Dex-induced apoptosis. A. TSC22D3 mRNA expression was assessed by Q-PCR 
after 24 hours of Dex treatment. TSC22D3 mRNA induction was assessed by calculating the fold increase relative to the untreated cell line. 
7KH�PHDQ���6'�RI���H[SHULPHQWV�LV�SUHVHQWHG��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�WKH�0DQQ�:KLWQH\�WHVW��B. Analysis of the relative 
NR3C1 mRNA level versus the fold increase of TSC22D3�P51$�XQGHU�'H[�WUHDWPHQW��6SHDUPDQ¶V�UDQN�FRUUHODWLRQ�FRHI¿FLHQW�LV�LQGLFDWHG��
C. Cell lines were treated with Dex for 24 hours and cell lysates were immunoblotted with a GILZ antibody. D. Following GILZ silencing, 
230��FHOOV�ZHUH�WUHDWHG�ZLWK�'H[��&HOO�GHDWK�ZDV�DVVHVVHG�E\�$SR����VWDLQLQJ�DIWHU����KRXUV�RI�'H[�WUHDWPHQW��'DWD�UHSUHVHQW�WKH�PHDQ���
6'�RI���LQGHSHQGHQW�H[SHULPHQWV��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�:LOFR[RQ�PDWFKHG�SDLUV�VLJQHG�UDQN�WHVW��$IWHU����KRXUV�RI�'H[�
treatment, GILZ silencing was analyzed by immunoblotting.
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Figure 4: GILZ is involved in Bim up-regulation and Bcl-xL down-regulation associated with Dex-induced apoptosis.  
A. Cell lines were treated with Dex for 24 hours and lysates were immunoblotted with Mcl-1, Bcl-xL, Bim and Puma antibodies.  
B.�)ROORZLQJ�VL51$�WUDQVIHFWLRQ��230��FHOOV�ZHUH�WUHDWHG�ZLWK�'H[�IRU����KRXUV��7KH�H[SUHVVLRQ�RI�%LP��%FO�[L, GILZ and caspase 3 
ZHUH�DQDO\]HG�E\�LPPXQREORWWLQJ�DQG�QRUPDOL]HG��DUELWUDU\�XQLW��WR�DFWLQ�H[SUHVVLRQ��$SRSWRVLV�ZDV�TXDQWL¿HG�E\�$SR����VWDLQLQJ��7KH�
UHVXOWV�VKRZ�WKH�PHDQ���6'�RI���LQGHSHQGHQW�H[SHULPHQWV��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�:LOFR[RQ�PDWFKHG�SDLUV�VLJQHG�UDQN�
test. C.�)ROORZLQJ�VL51$�WUDQVIHFWLRQ��.06���3(�FHOOV�ZHUH�WUHDWHG�ZLWK�'H[�IRU����KRXUV��7KH�SURWHLQ�H[SUHVVLRQV�ZHUH�DQDO\]HG�E\�
LPPXQREORWWLQJ�DQG�QRUPDOL]HG��DUELWUDU\�XQLW��XVLQJ�DFWLQ�H[SUHVVLRQ��$SRSWRVLV�ZDV�TXDQWL¿HG�E\�$SR����VWDLQLQJ��7KH�UHVXOWV�VKRZ�WKH�
PHDQ���6'�RI���LQGHSHQGHQW�H[SHULPHQWV��D.�*,/=�ZDV�WUDQVLHQWO\�VLOHQFHG�LQ�230��FHOOV�IRU����KRXUV��EHIRUH�WR�EH�WUHDWHG�ZLWK�'H[�IRU�
16 hours. The protein expressions were analyzed by immunoblotting and normalized (arbitrary unit) to actin expression. E. Following GILZ 
VLOHQFLQJ��230��FHOOV�ZHUH�WUHDWHG�ZLWK�'H[�IRU���KRXUV��TSC22D3 and BCL2L11 mRNA induction was assessed by calculating the fold 
LQFUHDVH�UHODWLYH�WR�WKH�XQWUHDWHG�FHOO�OLQH��7KH�PHDQ���6'�RI���LQGHSHQGHQW�H[SHULPHQWV�LV�SUHVHQWHG��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�
using Wilcoxon matched-pairs signed rank test.
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we demonstrated that GILZ silencing decreased BCL2L11 
(Bim) up-regulation at the transcriptional level (33% 
decrease, p = 0.03) (Figure 4E). Altogether, these results 
seem to indicate a pivotal role for GILZ in Dex-induced 
cell death through the regulation of the Bcl-2 protein 
network.

Dexamethasone reduced tumor cell growth of in 
vitro sensitive but not resistant cells

To assess whether the differential in vitro activity of 
'H[�FRXOG�UHÀHFW�LWV�in vivo activity, both Dex-sensitive 
�230���DQG�'H[�UHVLVWDQW� �.06���3(��FHOO� OLQHV�ZHUH�
[HQRJUDIWHG�LQWR�6&,'�PLFH��0LFH�ZHUH�VXEFXWDQHRXVO\�
inoculated with 12 × 106 cells. When mice bore tumors of 
similar sizes, they were randomly separated into 2 groups 
and received either vehicle (control) or Dex (1 mg/kg) 
5 days a week for 3 consecutive weeks (Figure 5). When 
the tumor sizes exceeded 2000 mm3��PLFH�ZHUH�VDFUL¿FHG�
RQ�GD\����DQG����IRU�PLFH�JUDIWHG�ZLWK�230��DQG�.06���
3(�FHOOV�UHVSHFWLYHO\��'H[�VLJQL¿FDQWO\�LQKLELWHG�230��
tumor growth (Figure 5A) (p < 0.05), but failed to reduce 
tumor growth of the in vitro� UHVLVWDQW�.06���3(� FHOOV�
(Figure 5B). Taken together, these data demonstrated that 
the in vivo pro-apoptotic Dex effect in pre-clinical myeloma 
models is related to in vitro Dex-induced cell death.

DISCUSSION

Because clinical practice has frequently been 
based on empirical studies, our study was undertaken to 
re-evaluate Dex, a conventional therapy, according to 
WKH�PROHFXODU�FODVVL¿FDWLRQ�RI�00�SDWLHQWV��2XU�UHVXOWV�

highlighted that the Dex pro-apoptotic effect was restricted 
WR�WKH�0)�DQG�06�VXEJURXSV�RI�+0&/V��ZKHUHDV�DOO�RWKHU�
cell lines were totally resistant to Dex. In particular, all 
CCND1 HMCLs and primary samples were resistant to 
Dex-induced cell death. The analysis of Dex sensitivity in 
relation to NR3C1 levels revealed that the MF subgroup 
expressed the highest levels of NR3C1, which may 
partially explain their stronger sensitivity to Dex. A 
previous study has also reported a link between GC and 
MAF showing that GC reduced c-maf protein levels via an 
XELTXLWLQDWLRQ�GHSHQGHQW�GHJUDGDWLRQ�>��@��1HYHUWKHOHVV��
more investigations will be necessary to explain the over-
expression of NR3C1 in the MF subgroup. In addition, the 
localization of the NR3C1 gene on chromosome 5 probably 
explains the higher levels of NR3C1 found in the HY 
VXEJURXS�FRPSDUHG�ZLWK�WKH�06�DQG�&&1'��VXEJURXSV�
because chromosome 5 trisomy is frequently found in 
K\SHUGLSORLG�00�>��@��7KH�JHQHUDWLRQ�RI�0)�RU�06�'H[�
resistant HMCLs after long-term exposure to Dex led to an 
important decrease in NR3C1,  indicating that an NR3C1 
level seems necessary for Dex-induced apoptosis. To 
support this hypothesis, we showed a correlation between 
NR3C1 levels and the apoptotic response in HMCLs. 
Consistently, a poor prognosis has been associated with low 
NR3C1�H[SUHVVLRQ�LQ�00�SDWLHQWV�>������@��,Q�DGGLWLRQ��
we demonstrated that Dex induced the total translocation 
of GR to the nucleus in all HMCLs tested, even in resistant 
cell lines, showing that the ability of GR to translocate to 
the nucleus is not a limiting step in Dex resistance.

Many studies in hematopoietic cells, essentially in 
7�DQG�GHQGULWLF�FHOOV��KDYH�LGHQWL¿HG�*,/=�DV�RQH�RI�WKH�
main GC-regulated genes [30, 31]. The GILZ promoter 
includes 6 GC-responsive element motifs that allow for GR 

Figure 5: Dexamethasone reduces tumor cell growth of in vitro sensitive OPM2 but not resistant KMS12-PE cells in 
xenograft models. A. Dex treatment inhibited in vivo�230��WXPRU�JURZWK��0LFH�ZHUH�VXEFXWDQHRXVO\�LQMHFWHG�ZLWK����î���6 OPM2 
FHOOV��7KH�PLFH�UHFHLYHG�HLWKHU�YHKLFOH��&W��RU�'H[����PJ�NJ��L�S�����GD\V�SHU�ZHHN�IRU���FRQVHFXWLYH�ZHHNV��$UURZV�LQGLFDWH�LQMHFWLRQV��7KH�
PLFH�ZHUH�WKHQ�VDFUL¿FHG�RQ�GD\�����6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�D�WZR�ZD\�$129$�WHVW��IROORZHG�E\�D�%RQIHUURQL�SRVW�WHVW��
B. Dex treatment did not affect in vivo�.06���3(�WXPRU�JURZWK��0LFH�ZHUH�VXEFXWDQHRXVO\�LQMHFWHG�ZLWK����î���6�.06���3(�FHOOV�DQG�
WUHDWHG�DV�DERYH��7KH�PLFH�ZHUH�WKHQ�VDFUL¿FHG�RQ�GD\�����6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�XVLQJ�D�WZR�ZD\�$129$�WHVW��IROORZHG�E\�
a Bonferroni post-test.
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homodimer binding and transactivation [32]. In the present 
study, we demonstrated that Dex induced an up-regulation 
of GILZ in all HMCLs but that this up-regulation was 
VLJQL¿FDQWO\�KLJKHU�LQ�VHQVLWLYH�FHOO�OLQHV��)XUWKHUPRUH��ZH�
found a correlation between NR3C1 levels and TSC22D3 
mRNA up-regulation. This result reinforces the fact that 
GILZ expression was proposed as a reliable measure 
of GR function [33]. We also demonstrated that GILZ 
silencing induced a strong reduction in Dex-induced cell 
death. This is in agreement with a study from Grugan et al 
[34], which has already implicated GILZ in Dex-induced 
apoptosis. However, in this previous study, the reduction 
in Dex-induced cell death caused by GILZ silencing was 
very modest (10%). Altogether, these data now clearly 
indicate a pivotal role of GILZ in the induction of cell 
death by Dex. Although Dex-induced apoptosis required 
WKH�FRQWULEXWLRQ�RI�PXOWLSOH�SURFHVVHV��PRGL¿FDWLRQ�RI�WKH�
Bcl-2 protein rheostat has been reported as a key process 
[35]. Particularly, BH3-only members have been shown to 
be important mediators of GC-induced apoptosis [14–16]. 
In our HMCL collection, we demonstrated that a strong 
Bim up-regulation associated with a weak Puma up-
regulation occurs mainly in Dex-sensitive cell lines, but 
DOVR�LQ�WKH�'H[�UHVLVWDQW�.06���3(�FHOO�OLQH��:H�IXUWKHU�
demonstrated that Bim silencing led to a strong reduction 
LQ� DSRSWRVLV��ZKLFK� FRQ¿UPV� WKH� LPSRUWDQW� UROH� RI�%LP�
in the cell death process induced by Dex. In parallel with 
Bim up-regulation, we observed a strong down-regulation 
of Bcl-xL, which is restricted to sensitive HMCLs. Thus, 
an imbalance between anti- and pro-apoptotic molecules 
occurred, leading to a decrease in the apoptotic threshold 
in Dex-sensitive cell lines. Of interest, GILZ silencing 
provided evidence that GILZ contributed to the regulation 
of the Bcl-2 protein network by inducing Bim up-regulation 
and Bcl-xL down-regulation. The regulation of Bcl-xL by 
GILZ is in agreement with a previous study showing that 
Bcl-xL is decreased in GILZ-overexpressing transgenic mice 
[36]. The implication of GILZ in Bim up-regulation remains 
an important question that deserves further investigation. 
Altogether, our data reinforce the importance of GILZ in 
the pro-apoptotic effect of GC in hematopoietic tumor cells.

Whereas CCND1 HMCLs have a low level of GR, 
which could in part account for their resistance to Dex, 
.06���3(�FHOOV�H[KLELWHG�D�KLJK�OHYHO�RI�*5��OHDGLQJ�WR�
ERWK� D� VLJQL¿FDQW� LQGXFWLRQ� RI� *,/=� DQG� XS�UHJXODWLRQ�
of Bim without the induction of apoptosis. Because Dex 
did not induced Bcl-xL� GRZQ�UHJXODWLRQ� LQ� .06���3(�
cells as it did in other sensitive cell lines, we forced this 
down-regulation, showing that concomitant Bcl-xL down-
regulation, Bim up-regulation and GILZ induction were not 
VXI¿FLHQW�WR�FRXQWHUDFW�WKH�'H[�UHVLVWDQFH�RI�.06���3(�
cells. We cannot rule out other factors that may contribute 
to the Dex response. Finally, the in vivo growth of myeloma 
FHOOV�LQ�RXU�PRXVH�PRGHO�FRQ¿UPHG�WKH�KHWHURJHQHLW\�RI�
'H[� HI¿FDF\�� ZKLFK� FRUURERUDWHG� RXU� in vitro� ¿QGLQJV��
,QGHHG�� ZKHUHDV� 'H[� OHG� WR� D� UHGXFWLRQ� RI� 06� WXPRU�

growth, Dex had no effect on CCND1 tumor growth. Of 
note, the dual action of GCs in survival has been reported 
>������@�� ,QGHHG�� LW�ZDV�GHPRQVWUDWHG� WKDW�DOWKRXJK�'H[�
LQGXFHG� WKH� DSRSWRVLV� RI� D� ODUJH� PDMRULW\� RI� SULPDU\�
leukemia cells from children with newly diagnosed acute 
leukemia, the survival of a subset of primary acute leukemia 
VDPSOHV�������ZDV�LQFUHDVHG�E\�*&V�>��@��)XUWKHUPRUH��
our results seem to indicate that Dex had no pro-apoptotic 
effects on CCND1 myeloma cells both in vitro and in vivo, 
despite the presence of effective GR. Interestingly, the 
CCND1 subgroup has already been distinguished from 
other subgroups by its particular anti- and pro-apoptotic 
%FO���PHPEHU�H[SUHVVLRQ�DQG�LWV�VSHFL¿F�GUXJ�UHVSRQVH�>����
40]. Altogether, these results indicated that both the MF and 
&&1'��VXEJURXSV�SUHVHQWHG� LPSRUWDQW� VSHFL¿FLWLHV� WKDW�
require better analysis during the course of the disease and 
WKH� UHVSRQVH� WR� WUHDWPHQW��7KH� ULVN�EHQH¿W� RI� SURORQJHG�
GC treatment should be re-evaluated to propose optimal 
treatments by GCs for each molecular group of MM.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines, primary myeloma cells and culture 
conditions

+0&/V�%&1��0'1��6%1��1$1��������������������
DQG�;*�����������������������ZHUH�GHULYHG�LQ�RXU�ODERUDWRU\�
from primary myeloma cells in the presence of interleukin 
(IL)-6. ANBL-6 was kindly provided by Dr. Jelinek 
�5RFKHVWHU��01���.06����.06���%0��.06���3(��DQG�
KMM1 were kindly provided by Dr. Otsuki (Kurashiki, 
-DSDQ��� --1��� -,0��� .DUSDV����� DQG� 00��6� ZHUH��
UHVSHFWLYHO\��NLQGO\�SURYLGHG�E\�'UV��9DQ�5LHW��%UXVVHOV��
Belgium), MacLennan (Birmingham, UK), Karpas 
�&DPEULGJH��8.��� DQG�6��5RVHQ� �&KLFDJR�� ,/���$02���
/3���/�����1&,�+�����6.00���8�����DQG�230��ZHUH�
SXUFKDVHG�IURP�WKH�'60=��DQG�530,�����IURP�$PHULFDQ�
Type Culture Collection. Each HMCL was characterized 
DQG�LGHQWL¿HG�DV�SUHYLRXVO\�GHVFULEHG�>��±��@�

After obtaining informed consent, blood or bone 
marrow samples from MM patients were collected at the 
Department of Hematology at the University Hospital of 
Nantes or at the Intergroupe Francophone du Myélome 
(ethical approval n° DC-2011–1399, Pr Rodat). Plasma 
FHOOV�ZHUH�SXUL¿HG�ZLWK�&'����LPPXQRPDJQHWLF�EHDGV��
The purity of the plasma cells was greater than 90%, as 
DVVHVVHG�PRUSKRORJLFDOO\�RU�E\�&'����VWDLQLQJ�

Reagents

'H[DPHWKDVRQH� ZDV� SXUFKDVHG� IURP� 6LJPD�
$OGULFK��6DLQW�4XHQWLQ�)DOODYLHU��)UDQFH��DQG�GLVVROYHG�
in ethanol at 1 mM as a stock solution. For the in vivo 
VWXG\��'H[�ZDV�GLVVROYHG�LQ�HWKDQRO�DQG�WKHQ�LQ�3%6�DW�D�
¿QDO�'H[�FRQFHQWUDWLRQ�RI�����PJ�PO��ZLWK�D�¿QDO�HWKDQRO�
concentration of less than 3%.
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Cell death assays

The evaluation of cell death in HMCLs was 
SHUIRUPHG� E\� ÀRZ� F\WRPHWU\� XVLQJ� $SR���� VWDLQLQJ��
Cell death in primary myeloma cells was measured after 
���KRXUV�RI�FXOWXUH� LQ�530,������FRQWDLQLQJ����)&6�
ZLWK� RU� ZLWKRXW� 'H[� ��� ȝ0�� E\� DVVHVVLQJ� WKH� ORVV� RI�
&'����VWDLQLQJ��DV�SUHYLRXVO\�GHVFULEHG�>��@�

Establishment of Dex-resistant cell lines

7R� HVWDEOLVK� 'H[�UHVLVWDQW� FHOO� OLQHV�� 1$1��
DQG�00��6� FHOOV� ZHUH� FRQWLQXRXVO\� WUHDWHG� ZLWK� 'H[�
EHJLQQLQJ�ZLWK�D�GRVH�RI�������ȝ0��$IWHU�FHOOV�GLVSOD\HG�
D�YLDELOLW\�RI�����XQGHU�FRQWLQXRXV�H[SRVXUH� WR�D� ORZ�
Dex concentration, the drug dose was doubled. This 
process was repeated until cells were cultured in a Dex 
FRQFHQWUDWLRQ�RI����ȝ0��3ULRU�WR�WKH�H[SHULPHQWV��WKH�FHOOV�
were cultured in Dex-free medium for 5 days before use.

Immunoblotting

Western blotting analyses were performed as 
previously described [44]. The following antibodies were 
XVHG��FDVSDVH����(�����*5��(������ODPLQ�$�&��(�����*,/=�
�)/�������0FO����6������6DQWD�&UX]��+HLGHOEHUJ��*HUPDQ\���
3XPD��'��&�����&HOO�6LJQDOLQJ�7HFKQRORJ\��6DLQW�4XHQWLQ��
)UDQFH��� WXEXOLQ� �*(� +HDOWKFDUH� /LIH� 6FLHQFHV�� 9HOL]\��
France), Bcl-xL (BD Transduction Laboratories, Rungis, 
France), Bim, PARP1 (Ab-2) and actin (Merck Chemicals, 
1RWWLQJKDP��8.���3URWHLQ�H[SUHVVLRQ�ZDV�TXDQWL¿HG�DQG�
normalized to actin expression using ImageJ software.

RNA interference assays

Control nontargeted siRNA, siBim and siGILZ were 
SXUFKDVHG� IURP� 6DQWD� &UX]� %LRWHFKQRORJ\� �+HLGHOEHUJ��
Germany), and siBcl-xL was purchased from Thermo 
6FLHQWL¿F��,ONLUFK��)UDQFH���230��FHOOV�ZHUH�WUDQVIHFWHG�XVLQJ�
/LSRIHFWDPLQH�51$L0$;��,QYLWURJHQ��/LIH�7HFKQRORJLHV��6W�
$XELQ��)UDQFH��DFFRUGLQJ�WR�WKH�PDQXIDFWXUHU¶V�LQVWUXFWLRQV��
%ULHÀ\��FHOOV�ZHUH�SODWHG�DW���î���6 cells per well in a 6-well 
plate. After 24 hours, 100 pmol siRNA was transfected 
into the cells using Lipofectamine RNAiMAX reagent. 
&HOOV�ZHUH�LQFXEDWHG�IRU����KRXUV�IRU�VL%LP�DQG����KRXUV�
IRU� VL*,/=� EHIRUH� EHLQJ� VXEMHFWHG� WR� YDULRXV� DQDO\VHV��
.06���3(�DQG�%&1�FHOOV�ZHUH�WUDQVIHFWHG�XVLQJ�WKH�$PD[D�
4D-Nucleofector (Lonza, Cologne, Germany). The cell pellet 
ZDV�UHVXVSHQGHG�ZLWK�����ȝO�VROXWLRQ�)��/RQ]D��FRQWDLQLQJ�
����SPRO�VL51$�DQG�HOHFWURSRUDWHG�XVLQJ�WKH�&$����RU�WKH�
'1����SURJUDP�IRU�.06���3(�DQG�%&1��UHVSHFWLYHO\��$IWHU�
24 hours, the cells were treated with Dex.

Affymetrix gene expression

Gene expression analyses of newly diagnosed 
MM patients were performed with the publicly available 

Affymetrix Amazonia database (http://amazonia.
transcriptome.eu/). HMCL gene expression analyses were 
performed with the RAGE database. The probes used for 
DQDO\VHV�ZHUH� DV� IROORZV�� ������BVBDW� IRU� WKH�NR3C1 
JHQH��������BVBDW�IRU�WKH�cMAF�JHQH�DQG�������BVBDW�
for the MAFB gene.

RNA extraction, reverse transcription and 
quantitative real-time PCR

RNA extraction, reverse transcription and Q-PCR 
were performed as previously described [45]. TaqMan 
gene expression assays for NR3C1� �+V��������BP����
TSC22D3��+V��������BP����BCL2L11��+V��������BV���
and RPL37A��+V��������BP���KRXVHNHHSLQJ�JHQH��ZHUH�
REWDLQHG�IURP�$SSOLHG�%LRV\VWHPV��/LIH�7HFKQRORJLHV��6W�
Aubin, France).

Cell fractionation

Cell fractionation was performed using a Nuclear 
([WUDFWLRQ� NLW� �&D\PDQ� &KHPLFDO�� $QQ� $UERU�� 86$��
E\� IROORZLQJ� WKH� PDQXIDFWXUHU¶V� SURWRFRO�� %ULHÀ\�� WKH�
F\WRVROLF� IUDFWLRQ� ZDV� ¿UVW� REWDLQHG� DIWHU� O\VLV� XVLQJ� D�
hypotonic buffer. Then, the nuclear fraction was obtained 
after 30 minutes incubation with a nuclear extraction buffer.

Xenotransplant

)HPDOH��EHLJH����ZHHN�ROG�6&,'�PLFH�ZHUH�SXUFKDVHG�
IURP�&KDUOHV�5LYHU��/¶$UEUHVOH��)UDQFH���0LFH�ZHUH�EUHG�
and housed in the Experimental Therapeutic Unit (UTE, 
6)5�%RQDP\��1DQWHV��)UDQFH��XQGHU�DQLPDO�FDUH�OLFHQVH�
Q�������� 230�� RU� .06���3(� WXPRUV� ZHUH� JHQHUDWHG�
by implanting 12 × 106� FHOOV� LQ� ����ȝO� RI�3%6�0DWULJHO 
������&RUQLQJ��LQ�WKH�ULJKW�ÀDQN�DERYH�WKH�KLQG�OHJ�>��@��
The tumor volume was recorded in three dimensions using 
a digital caliper and calculated as the length x width x depth. 
When the mice bore similar tumor sizes (approximately 
100 mm3), they were randomly separated into 2 groups 
���PLFH�SHU�JURXS��DQG�UHFHLYHG�DQ�LQWUDSHULWRQHDO�LQMHFWLRQ�
�L�S���RI�HLWKHU�YHKLFOH��3%6�GLOXWHG�HWKDQRO��RU�'H[����PJ�
kg) 5 days a week for 3 consecutive weeks. Animals were 
VDFUL¿FHG�ZKHQ�WKHLU�WXPRU�VL]HV�UHDFKHG������PP3.

Statistical analysis

6WDWLVWLFDO� DQDO\VHV�ZHUH� FRQGXFWHG�XVLQJ�0DQQ±
:KLWQH\��.UXVNDO�:DOOLV��6SHDUPDQ��:LOFR[RQ�PDWFKHG�
SDLUV�VLJQHG�UDQN�RU�D�WZR�ZD\�$129$�WHVW�

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Tumorothèque IRCNA (CHU and ICO, 
1DQWHV��)UDQFH��IRU�SURYLGLQJ�XV�ZLWK�SXUL¿HG�P\HORPD�
cells.



Oncotarget11www.impactjournals.com/oncotarget

CONFLICTS OF INTEREST

7KH�DXWKRUV�LQGLFDWH�QR�SRWHQWLDO�FRQÀLFW�RI�LQWHUHVW�

GRANT SUPPORT

This work was supported by grants from Actions 
Cancer 44.

REFERENCES

1. .XPDU� 6.�� 5DMNXPDU� 69�� 'LVSHQ]LHUL� $�� /DF\� 04��
+D\PDQ� 65�� %XDGL� ).�� =HOGHQUXVW� 65�� 'LQJOL� '��
5XVVHOO� 6-�� /XVW� -$�� *UHLSS� 35�� .\OH� 5$�� *HUW]� 0$��
Improved survival in multiple myeloma and the impact of 
QRYHO�WKHUDSLHV��%ORRG����������������±�����

2. Alexanian R, Dimopoulos MA, Delasalle K, Barlogie B. 
Primary dexamethasone treatment of multiple myeloma. 
%ORRG��������������±����

3. 5DMNXPDU�69��%ORRG�(��9HVROH�'��)RQVHFD�5��*UHLSS�35�
Eastern Cooperative Oncology G. Phase III clinical trial of 
thalidomide plus dexamethasone compared with dexameth-
asone alone in newly diagnosed multiple myeloma: a clini-
cal trial coordinated by the Eastern Cooperative Oncology 
*URXS��-RXUQDO�RI�FOLQLFDO�RQFRORJ\��RI¿FLDO�MRXUQDO�RI�WKH�
$PHULFDQ�6RFLHW\�RI�&OLQLFDO�2QFRORJ\��������������±����

4. Chesi M, Bergsagel PL. Molecular pathogenesis of multiple 
P\HORPD��EDVLF�DQG�FOLQLFDO�XSGDWHV��,QWHUQDWLRQDO�MRXUQDO�
RI�KHPDWRORJ\��������������±����

5. Cruz-Topete D, Cidlowski JA. One hormone, two actions: 
DQWL�� DQG� SUR�LQÀDPPDWRU\� HIIHFWV� RI� JOXFRFRUWLFRLGV��
Neuroimmunomodulation. 2015; 22:20–32.

6. 6PLWK�/.��&LGORZVNL�-$��*OXFRFRUWLFRLG�LQGXFHG�DSRSWRVLV�
of healthy and malignant lymphocytes. Progress in brain 
UHVHDUFK�������������±���

��� Gruver-Yates AL, Quinn MA, Cidlowski JA. Analysis of 
glucocorticoid receptors and their apoptotic response to 
dexamethasone in male murine B cells during development. 
(QGRFULQRORJ\���������������±����

��� Gross KL, Lu NZ, Cidlowski JA. Molecular mecha-
nisms regulating glucocorticoid sensitivity and resistance. 
0ROHFXODU�DQG�FHOOXODU�HQGRFULQRORJ\�������������±���

9. Distelhorst CW. Recent insights into the mechanism of 
glucocorticosteroid-induced apoptosis. Cell death and dif-
ferentiation. 2002; 9:6–19.

10. Rainer J, Lelong J, Bindreither D, Mantinger C, Ploner C, 
*HOH\� 6�� .RÀHU� 5�� 5HVHDUFK� UHVRXUFH�� WUDQVFULSWLRQDO�
response to glucocorticoids in childhood acute lym-
phoblastic leukemia. Molecular endocrinology. 2012; 
������±����

11. Ayroldi E, Riccardi C. Glucocorticoid-induced leucine 
zipper (GILZ): a new important mediator of glucocorti-
FRLG� DFWLRQ�� )$6(%� MRXUQDO�� RI¿FLDO� SXEOLFDWLRQ� RI� WKH�
)HGHUDWLRQ�RI�$PHULFDQ�6RFLHWLHV�IRU�([SHULPHQWDO�%LRORJ\��
�������������±�����

12. Beaulieu E, Morand EF. Role of GILZ in immune regula-
tion, glucocorticoid actions and rheumatoid arthritis. Nature 
UHYLHZV�5KHXPDWRORJ\�������������±����

13. Ayroldi E, Macchiarulo A, Riccardi C. Targeting glu-
cocorticoid side effects: selective glucocorticoid recep-
tor  modulator or glucocorticoid-induced leucine zipper? 
$�SHUVSHFWLYH��)$6(%�MRXUQDO��RI¿FLDO�SXEOLFDWLRQ�RI�WKH�
)HGHUDWLRQ�RI�$PHULFDQ�6RFLHWLHV�IRU�([SHULPHQWDO�%LRORJ\��
�������������±�����

14. Abrams MT, Robertson NM, Yoon K, Wickstrom E. 
Inhibition of glucocorticoid-induced apoptosis by targeting 
WKH�PDMRU�VSOLFH�YDULDQWV�RI�%,0�P51$�ZLWK�VPDOO�LQWHUIHU-
ing RNA and short hairpin RNA. The Journal of biological 
FKHPLVWU\�����������������±������

15. (UODFKHU� 0�� 0LFKDODN� (0�� .HOO\� 31�� /DEL� 9��
1LHGHUHJJHU� +�� &RXOWDV� /�� $GDPV� -0�� 6WUDVVHU� $��
9LOOXQJHU� $�� %+��RQO\� SURWHLQV� 3XPD� DQG� %LP� DUH�
rate-limiting for gamma-radiation- and glucocorticoid-
induced apoptosis of lymphoid cells in vivo. Blood. 2005; 
��������±�����

16. %DFKPDQQ�36��*RUPDQ�5��0DFNHQ]LH�./��/XW]H�0DQQ�/��
Lock RB. Dexamethasone resistance in B-cell precursor 
childhood acute lymphoblastic leukemia occurs down-
stream of ligand-induced nuclear translocation of the 
 glucocorticoid receptor. Blood. 2005; 105:2519–2526.

���� Herve AL, Florence M, Philippe M, Michel A, Thierry F, 
.HQQHWK�$��-HDQ�/XF�+��1LNKLO�0��6WHSKDQH�0��0ROHFXODU�
heterogeneity of multiple myeloma: pathogenesis, prog-
nosis, and therapeutic implications. Journal of clinical 
�RQFRORJ\�� RI¿FLDO� MRXUQDO� RI� WKH� $PHULFDQ� 6RFLHW\� RI�
&OLQLFDO�2QFRORJ\���������������±�����

���� =KDQ� )�� +XDQJ� <�� &ROOD� 6�� 6WHZDUW� -3�� +DQDPXUD� ,��
*XSWD�6��(SVWHLQ� -��<DFFRE\�6��6DZ\HU� -��%XULQJWRQ�%��
Anaissie E, Hollmig K, Pineda-Roman M, Tricot G, van 
5KHH�)��:DONHU�5��HW�DO��7KH�PROHFXODU�FODVVL¿FDWLRQ�RI�
PXOWLSOH�P\HORPD��%ORRG����������������±�����

19. Abdi J, Chen G, Chang H. Drug resistance in multiple 
P\HORPD��ODWHVW�¿QGLQJV�DQG�QHZ�FRQFHSWV�RQ�PROHFXODU�
PHFKDQLVPV��2QFRWDUJHW��������������±�����

20. Avet-Loiseau H, Attal M, Moreau P, Charbonnel C, 
*DUEDQ� )�� +XOLQ� &�� /H\YUD]� 6�� 0LFKDOOHW� 0�� <DNRXE�
$JKD� ,�� *DUGHUHW� /�� 0DULW� *�� 0LFKDX[� /�� 9RLOODW� /��
Renaud M, Grosbois B, Guillerm G, et al. Genetic abnor-
malities and survival in multiple myeloma: the experience 
RI�WKH�,QWHUJURXSH�)UDQFRSKRQH�GX�0\HORPH��%ORRG��������
��������±�����

21. 1DLU� %�� YDQ� 5KHH� )�� 6KDXJKQHVV\� -'� -U�� $QDLVVLH� (��
6]\PRQLIND� -�� +RHULQJ� $�� $OVD\HG� <�� :DKHHG� 6��
&URZOH\�-��%DUORJLH�%��6XSHULRU�UHVXOWV�RI�7RWDO�7KHUDS\�
�������±����LQ�JHQH�H[SUHVVLRQ�SUR¿OLQJ�GH¿QHG�ORZ�ULVN�
PXOWLSOH�P\HORPD�FRQ¿UPHG�LQ�VXEVHTXHQW�WULDO�����±���
ZLWK�95'�PDLQWHQDQFH��%ORRG����������������±�����

22. +XUW�(0��:LHVWQHU�$��5RVHQZDOG�$��6KDIIHU�$/��&DPSR�(��
*URJDQ� 7�� %HUJVDJHO� 3/�� .XHKO� :0�� 6WDXGW� /0��
Overexpression of c-maf is a frequent oncogenic event in 



Oncotarget12www.impactjournals.com/oncotarget

multiple myeloma that promotes proliferation and patho-
logical interactions with bone marrow stroma. Cancer cell. 
2004; 5:191–199.

23. Annunziata CM, Hernandez L, Davis RE, Zingone A, 
/DP\� /�� /DP� /7�� +XUW� (0�� 6KDIIHU� $/�� .XHKO� :0��
6WDXGW� /0�� $� PHFKDQLVWLF� UDWLRQDOH� IRU� 0(.� LQKLELWRU�
therapy in myeloma based on blockade of MAF oncogene 
H[SUHVVLRQ��%ORRG����������������±�����

24. .XPDU� 6�� )RQVHFD� 5�� .HWWHUOLQJ� 53�� 'LVSHQ]LHUL� $��
/DF\�04��*HUW]�0$��+D\PDQ�65��%XDGL�).��'LQJOL�'��
.QXGVRQ�5$��*UHHQEHUJ�$�� 5XVVHOO� 6-�� =HOGHQUXVW� 65��
Lust JA, Kyle RA, Bergsagel L, et al. Trisomies in mul-
tiple myeloma: impact on survival in patients with high-risk 
cytogenetics. Blood. 2012; 119:2100–2105.

25. 9DQGHY\YHU�6��'HMDJHU�/��/LEHUW�&��2Q�WKH�WUDLO�RI�WKH�JOX-
FRFRUWLFRLG� UHFHSWRU�� LQWR� WKH� QXFOHXV� DQG� EDFN��7UDI¿F��
������������±����

26. Chauhan D, Auclair D, Robinson EK, Hideshima T, Li G, 
3RGDU�.��*XSWD�'��5LFKDUGVRQ�3��6FKORVVPDQ�5/��.UHWW�1��
&KHQ� /%�� 0XQVKL� 1&�� $QGHUVRQ� .&�� ,GHQWL¿FDWLRQ� RI�
genes regulated by dexamethasone in multiple myeloma 
cells using oligonucleotide arrays. Oncogene. 2002; 
�������±�����

���� 0DR�;��6WHZDUW�$.��+XUUHQ�5��'DWWL�$��=KX�;��=KX�<��
6KL�&��/HH�.��7LHGHPDQQ�5��(EHUKDUG�<��7UXGHO�6��/LDQJ�6��
&RUH\�6-��*LOOLV�/&��%DUEHU�'/��:UDQD�-/��HW�DO��$�FKHPL-
FDO�ELRORJ\�VFUHHQ�LGHQWL¿HV�JOXFRFRUWLFRLGV�WKDW�UHJXODWH�
c-maf expression by increasing its proteasomal degra-
GDWLRQ� WKURXJK� XS�UHJXODWLRQ� RI� XELTXLWLQ�� %ORRG�� ������
��������±�����

���� 0XUDNDPL�7��7RJDZD�$��6DWFK�+��.DWRK�0��,PDPXUD�<��
Ohsawa N, Takaku F. Glucocorticoid receptor in multiple 
P\HORPD��(XURSHDQ�MRXUQDO�RI�KDHPDWRORJ\�������������±���

29. +HXFN�&-��6]\PRQLIND�-��+DQVHQ�(��6KDXJKQHVV\�-'�-U��
8VPDQL�6=��YDQ�5KHH�)��$QDLVVLH�(��1DLU�%��:DKHHG�6��
Alsayed Y, Petty N, Bailey C, Epstein J, Hoering A, 
Crowley J, Barlogie B. Thalidomide in total therapy 2 over-
comes inferior prognosis of myeloma with low expression 
of the glucocorticoid receptor gene NR3C1. Clinical cancer 
UHVHDUFK��DQ�RI¿FLDO�MRXUQDO�RI�WKH�$PHULFDQ�$VVRFLDWLRQ�IRU�
&DQFHU�5HVHDUFK���������������±�����

30. $\UROGL�(��0LJOLRUDWL�*��%UXVFROL�6��0DUFKHWWL�&��=ROOR�2��
&DQQDULOH�/��'¶$GDPLR�)��5LFFDUGL�&��0RGXODWLRQ�RI�7�FHOO�
activation by the glucocorticoid-induced leucine zipper fac-
tor via inhibition of nuclear factor kappaB. Blood. 2001; 
������±����

31. &DQQDULOH�/��=ROOR�2��'¶$GDPLR�)��$\UROGL�(��0DUFKHWWL�&��
7DELOLR�$��%UXVFROL�6��5LFFDUGL�&��&ORQLQJ��FKURPRVRPDO�
assignment and tissue distribution of human GILZ, a gluco-
corticoid hormone-induced gene. Cell death and differentia-
WLRQ�������������±����

32. $VVHOLQ�/DEDW� 0/�� 'DYLG� 0�� %LROD�9LGDPPHQW� $��
Lecoeuche D, Zennaro MC, Bertoglio J, Pallardy M. GILZ, 
a new target for the transcription factor FoxO3, protects T 

lymphocytes from interleukin-2 withdrawal-induced apop-
tosis. Blood. 2004; 104:215–223.

33. 7KLDJDUDMDK� $6�� (DGHV� /(�� 7KRPDV� 35�� *X\PHU� (.��
Morand EF, Clarke DM, Leech M. GILZ: Glitzing up our 
understanding of the glucocorticoid receptor in psychopa-
WKRORJ\��%UDLQ�UHVHDUFK���������������±���

34. *UXJDQ�.'��0D�&��6LQJKDO�6��.UHWW�1/��5RVHQ�67��'XDO�
regulation of glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) 
by the glucocorticoid receptor and the PI3-kinase/AKT 
pathways in multiple myeloma. The Journal of steroid bio-
FKHPLVWU\�DQG�PROHFXODU�ELRORJ\���������������±����

35. Ploner C, Rainer J, Niederegger H, Eduardoff M, 
9LOOXQJHU� $�� *HOH\� 6�� .RÀHU� 5�� 7KH� %&/�� UKHRVWDW� LQ�
glucocorticoid-induced apoptosis of acute lymphoblastic 
OHXNHPLD��/HXNHPLD��������������±����

36. 'HO¿QR�'9��$JRVWLQL�0��6SLQLFHOOL�6��9LWR�3��5LFFDUGL�&��
Decrease of Bcl-xL and augmentation of thymocyte apop-
tosis in GILZ overexpressing transgenic mice. Blood. 2004; 
104:4134–4141.

���� *XQGLVFK� 6�� %RHFNHOHU� (�� %HKUHQGV� 8�� $PWPDQQ� (��
Ehrhardt H, Jeremias I. Glucocorticoids augment survival 
and proliferation of tumor cells. Anticancer research. 2012; 
32:4251–4261.

���� $O�:DGHL�+$��7DNDKDVL�7��6FKXOOHU�+0��3.$�GHSHQGHQW�
growth stimulation of cells derived from human pulmonary 
adenocarcinoma and small airway epithelium by dexameth-
DVRQH��(XURSHDQ�MRXUQDO�RI�FDQFHU���������������±�����

39. 7RX]HDX�&��'RXVVHW�&��/H�*RXLOO�6��6DPSDWK�'��/HYHUVRQ�
-'�� 6RXHUV� $-�� 0DLJD� 6�� %HQH� 0&�� 0RUHDX� 3�� 3HOODW�
'HFHXQ\QFN�&��$PLRW�0��7KH�%FO���VSHFL¿F�%+��PLPHWLF�
ABT-199: a promising targeted therapy for t(11;14) mul-
WLSOH�P\HORPD��/HXNHPLD��������������±����

40. Gomez-Bougie P, Amiot M. Apoptotic machinery diver-
sity in multiple myeloma molecular subtypes. Frontiers in 
LPPXQRORJ\��������������

41. 0RUHDX[� -��.OHLQ�%��%DWDLOOH�5��'HVFDPSV�*��0DLJD�6��
Hose D, Goldschmidt H, Jauch A, Reme T, Jourdan M, 
Amiot M, Pellat-Deceunynck C. A high-risk signature 
for patients with multiple myeloma established from the 
PROHFXODU� FODVVL¿FDWLRQ� RI� KXPDQ� P\HORPD� FHOO� OLQHV��
+DHPDWRORJLFD��������������±����

42. 6XUJHW� 6�� &KLURQ� '�� *RPH]�%RXJLH� 3�� 'HVFDPSV� *��
0HQRUHW�(��%DWDLOOH�5��0RUHDX�3��/H�*RXLOO�6��$PLRW�0��
Pellat-Deceunynck C. Cell death via DR5, but not DR4, is 
regulated by p53 in myeloma cells. Cancer research. 2012; 
�������±�����

43. 0DLJD� 6�� %URVVHDX� &�� 'HVFDPSV� *�� 'RXVVHW� &��
Gomez-Bougie P, Chiron D, Menoret E, Kervoelen C, 
9LH�+��&HVEURQ�$��0RUHDX�$XEU\�$��$PLRW�0��3HOODW�
'HFHXQ\QFN�&��$�VLPSOH�ÀRZ�F\WRPHWU\�EDVHG��EDUFRGH�
for routine authentication of multiple myeloma and 
 mantle cell lymphoma cell lines. Cytometry Part 
$��WKH�MRXUQDO�RI�WKH�,QWHUQDWLRQDO�6RFLHW\�IRU�$QDO\WLFDO�
Cytology. 2015.



Oncotarget13www.impactjournals.com/oncotarget

44. Gomez-Bougie P, Bataille R, Amiot M. The imbalance 
between Bim and Mcl-1 expression controls the survival of 
KXPDQ�P\HORPD�FHOOV��(XURSHDQ�MRXUQDO�RI�LPPXQRORJ\��
2004; 34:3156–3164.

45. 0DLJD� 6�� *RPH]�%RXJLH� 3�� %RQQDXG� 6�� *UDWDV� &��
0RUHDX�3��/H�*RXLOO�6��3HOODW�'HFHXQ\QFN�&��$PLRW�0��
Paradoxical effect of lenalidomide on cytokine/growth 

IDFWRU� SUR¿OHV� LQ� PXOWLSOH� P\HORPD�� %ULWLVK� MRXUQDO� RI�
�FDQFHU����������������±�����

46. 7HVVRXOLQ�%��'HVFDPSV�*��0RUHDX�3��0DLJD�6��/RGH�/��
*RGRQ�&��0DULRQQHDX�/DPERW�6��2XOOLHU�7��/H�*RXLOO�6��
Amiot M, Pellat-Deceunynck C. PRIMA-1Met induces 
myeloma cell death independent of p53 by impairing the 
*6+�526�EDODQFH��%ORRG����������������±�����



www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Supplementary Materials 2015

SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLE

Supplementary Figure S1: A. OPM2, BCN and U266 cell lines were treated with Dex concentrations ranging from 1 
to 104 nM Dex for 72 hours and cell death was assessed by Apo2.7 staining. B. Dex sensitivity of patient samples was assessed 
E\�PHDVXUH�RI�WKH�ORVV�RI�&'����H[SUHVVLRQ�DIWHU����KRXUV�RI���ȝ0�'H[�
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Supplementary Figure S2: A. Cell death signature was analyzed by immunoblotting after 24 hours of Dex treatment. 
$FWLQ�ZDV�XVHG�DV�D�ORDGLQJ�FRQWURO��B.�'H[�LQGXFHG�FHOO�GHDWK�ZDV�DVVHVVHG�E\�$SR����VWDLQLQJ�DIWHU����KRXUV�RI�WUHDWPHQW�ZLWK��������RU�
���ȝ0�RI�'H[��'DWD�UHSUHVHQW�WKH�PHDQ���6'��RI���H[SHULPHQWV��C.�%RUWH]RPLE�LQGXFHG�FHOO�GHDWK�ZHUH�DVVHVVHG�E\�$SR����VWDLQLQJ�DIWHU�
���KRXUV�RI�WUHDWPHQW��'DWD�UHSUHVHQW�WKH�PHDQ���6'��RI���H[SHULPHQWV��D.�,QKLELWLRQ�RI�SUROLIHUDWLRQ�LQGXFHG�E\����KRXUV�RI�/HQDOLGRPLGH�
treatment was assessed by measurement of incorporation of [3+@�7K\PLGLQH��0\HORPD�FHOOV����4�FHOOV�ZHOO��ZHUH�FXOWXUHG�LQ�WULSOLFDWH�LQ�
���ZHOO�SODWHV�IRU����KRXUV��&HOOV�ZHUH�SXOVHG�ZLWK���ȝ&L�>3+@WK\PLGLQH�IRU�WKH�ODVW�HLJKW�KRXUV�RI�FXOWXUH��7KH�XSWDNH�RI�>3H]thymidine was 
PRQLWRUHG�XVLQJ�D������0LFUREHWD�-HW�EHWD�FRXQWHU��'DWD�UHSUHVHQW�WKH�PHDQ���6'��RI���H[SHULPHQWV�
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Supplementary Figure S3: A. Following GILZ silencing, BCN cells were treated with Dex. &HOO�GHDWK�ZDV�DVVHVVHG�E\�$SR����
VWDLQLQJ�DIWHU����KRXUV�RI�'H[�WUHDWPHQW��'DWD�UHSUHVHQW�WKH�PHDQ���6'�RI���LQGHSHQGHQW�H[SHULPHQWV��6WDWLVWLFDO�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�
XVLQJ�:LOFR[RQ�PDWFKHG�SDLUV�VLJQHG�UDQN�WHVW��$IWHU����KRXUV�RI�'H[�WUHDWPHQW��*,/=�VLOHQFLQJ�ZDV�DQDO\]HG�E\�LPPXQREORWWLQJ�
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Supplementary Table S1: Characteristics of the HMCL cohort
HMCL name Translocation Molecular subgroup % cell death Dex Sensitivity

BCN W������� 0) ������ 6HQVLWLYH

00��6 W������� 0) ������ 6HQVLWLYH

$1%/� W������� 0) ������ 6HQVLWLYH

/��� W������� 0) ������ 6HQVLWLYH

530,���� W������� 0) ������ 6HQVLWLYH

NAN6 W������� 0) ������ 6HQVLWLYH

--1� W������� 0) ����� Resistant

NAN1 W������� 0) ����� Resistant

;*� W������� 0) ����� Resistant

00��6'5 W������� 0) ����� Resistant

230� W������ 06 ������ 6HQVLWLYH

NAN8 W������ 06 ������ 6HQVLWLYH

-,0� W������ 06 ������ 6HQVLWLYH

.06�� W������ 06 ������ Resistant

NCI-H929 W������ 06 ����� Resistant

/3� W������ 06 ����� Resistant

NAN8DR W������ 06 ����� Resistant

;*� W������ 06 ����� Resistant

6.00� W������� CCND1 ����� Resistant

.DUSDV��� W������� CCND1 ����� Resistant

U266 W������� CCND1 ����� Resistant

1$1� W������� CCND1 ����� Resistant

;*� W������� CCND1 ����� Resistant

.06���%0 W������� CCND1 ����� Resistant

.06���3( W������� CCND1 ����� Resistant

0'1 W������� CCND1 ����� Resistant

1$1�� W������� CCND1 ����� Resistant

;*� W������� CCND1 ����� Resistant

;*� W����"� Others ����� Resistant

;*� W������� Others ����� Resistant

6%1 W����"� Others ����� Resistant

.00� W������ Others ����� Resistant

$02� W������� Others ����� Resistant

7KH�00�FHOO�OLQHV��n� �����DQG�WKH�WZR�UHVLVWDQW�LQGXFHG�FHOO�OLQHV�ZHUH�VFUHHQHG�IRU�WKH�HIIHFW�LQGXFHG�E\�'H[���ȝ0�IRU�
���KRXUV��&HOO�GHDWK�ZDV�DVVHVVHG�E\�$SR����VWDLQLQJ��'H[�VHQVLWLYLW\�ZDV�GH¿QHG�DV�IROORZ��VHQVLWLYH����WR�����DSRSWRWLF�
+0&/�FHOOV�
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II. Lignées résistantes à la Dex 

1) Etablissement et authentification des lignées 
résistantes 
Dans   le   but   d’étudier   les   mécanismes   impliqués   dans   la   résistance   à   la   Dex,   nous  

avons établi deux lignées résistantes à partir de lignées parentales sensibles. Pour cela, nous 

avons cultivé les cellules avec de faible concentration de Dex. Lorsque la viabilité cellulaire 

était acceptable, les doses de Dex ont été augmentées progressivement jusqu’à  atteindre une 

concentration de 10 µM. Ce procédé nécessite une culture des cellules sur une longue période. 

En effet, il faut en fonction de la lignée, entre 4 et 8  mois   pour   l’élaboration   d’une   lignée  

totalement résistante. Au bout de ce processus, nous avons vérifié   l’identité   de   nos lignées 

résistantes, afin de nous assurer   qu’elles   dérivent   bien   des   lignées   parentales   sensibles   à   la  

Dex, en utilisant la méthode  décrite  dans  l’article  2. 

 

Article 2 : Un algorithme simple, basé sur la cytométrie de flux, pour 

l’authentification  de   routine  des   lignées   cellulaires  de  myélome  multiple   et   de   lymphome   à  

cellules du manteau. 

Au laboratoire nous travaillons simultanément avec une large collection de lignées de 

MM   ce   qui   augmente   le   risque   de   faire   des   erreurs   d’identification ou des contaminations 

croisées entre les lignées. Ceci pourrait conduire à la publication de fausses interprétations. 

Pour  éviter  ce  genre  d’erreurs,  le  comité  international  d’authentification  des  lignées  cellulaires  

recommande  d’utiliser  la  méthode du profile de « Short Tandem Repeat » (STR) qui compare 

des   loci   spécifiques   de   l’ADN.   Cependant,   cette   méthode   ne   peut   être   utilisée   pour  

l’identification  des   lignées  cellulaires  en   routine.  C’est  pourquoi  une  méthode   rapide  et  peu  

couteuse de ré-identification des lignées après chaque décongélation ou établissement de 

résistance est nécessaire. Nous avons donc décrit une méthode simple impliquant le typage 

des   antigènes   d’histocompatibilité   HLA   (Human   Leucocyte   Antigen)   et   un   phénotypage,  

pouvant être utilisé pour la réauthentification de routine par cytométrie en flux. Cette méthode 

utilise   un   algorithme   qui   est   basé   sur   l’expression   du   HLA-A*02   et   sur   l’expression  

mutuellement exclusive des chaines légères des immunoglobulines kappa ou lambda, puis sur 

l’expression  sélective  de  quelques  marqueurs.    



A Simple Flow Cytometry-Based Barcode for
Routine Authentication of Multiple Myeloma
and Mantle Cell Lymphoma Cell Lines

To the Editor:

CELL lines are widely used in laboratories for in vitro experi-
ments, especially for investigating abnormal hallmarks in can-
cer cells and identifying therapeutic targets. Human cell lines
are typically derived in academic laboratories from a wide

range of cancer samples. To achieve a representation of intra-

cancer heterogeneity, several laboratories, including ours, have

established cell line collections. However, the establishment

and maintenance of such collections significantly increase the

risk of cross-contaminations and misidentification of cell

lines, leading to the publication of false data/interpretation

(1). In addition to the risk of cross-contamination, widely

used cell lines can be described in contrasting manners for a

particular feature (e.g., the JJN3 myeloma cell line appears

either TP53 wt or TP53KO, depending on the article), suggest-

ing that cell lines may have been misidentified. ICLAC, the

international cell line authentication committee, recommends

cell lines authentication using single tandem repeat (STR)

profiles that are usually performed by suppliers (2). Neverthe-

less, while cell lines are frozen and thawed at least four times

per year, STR profile is assessed upon receipt of cell lines but

not for routine assessment of cell lines identity. Because cross-

contaminations might happen, a rapid and low-cost method

for re-identification after each thawing of cells is required, as

it is for mycoplasma detection.
In this letter, we describe a simple and low cost method

involving human leukocyte antigen (HLA) typing and pheno-
typing that could be used for routine re-authentication using
flow cytometry. HLA typing is an international worldwide
nomenclature dedicated to blood transfusion and organ trans-
plant that identifies the HLA alleles carried by an individual

(3,4). Initially performed for research projects in immunology,
HLA Class I typing appears to be very useful for identification
of cell lines (5,6). The genomic typing is performed at the
generic (e.g., HLA-A*02) or specific (e.g., HLA-A*02:01) level
with the generic typing usually being sufficient to identify cell
lines within a dedicated collection. This genomic identifica-
tion is particularly useful upon the inclusion of new cell lines
within a collection and also for the establishment of deriva-
tives such as drug-resistant cell lines, which could indicate the
emergence of cryptic contaminating resistant cells within the
parental cell lines. Our laboratory currently uses a large num-
ber of both human multiple myeloma cell lines (HMCLs,
n 5 17) and mantle cell lymphoma cell lines (MCLCLs, n 5 8)
that we have collected from ATCC, DSMZ, or from academic
laboratories (7–9). Multiple myeloma (MM) and mantle cell
lymphoma (MCL) are plasma cell and B cell malignancies,
respectively. Independently of the global characterization of
cell lines (karyotype, gene expression profile, characterization
of TP53, and RAS mutations), the HLA Class I typing shown
in Supporting Information Table S1 confirms that the cell
lines examined were derived from independent individuals
(7). To routinely check their identity using flow cytometry, we
generated an algorithm that is based on HLA-A*02 expression
and on the mutually exclusive expression of the kappa or
lambda light chain of immunoglobulin. We used HLA-A*02
expression because HLA-A*02 is the most frequent allele in
the population and because a specific mAb is commercially
available. Expression of HLA-A*02, either positive or negative,
segregated cell lines into two groups: kappa or lambda expres-
sion then segregated the cell lines into 2–3 subgroups (Tables
1 and 2). A minimum of markers with a global, stable, and
selective expression (absent/present or low/bright expression)
was then defined within each subgroup. As shown in Table 1
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and Figure 1A, the HLA-A*02-cytoplasmic kappa/lambda
algorithm segregates HMCLs into five groups of 1–7 cell lines.
To further identify HMCLs within each group, we looked for
surface markers differentially expressed across cell lines. We
used gene expression profile to select molecules either
acquired or lost by malignant plasma cells and thus heteroge-
neously expressed by myeloma cells across both patients and
cell lines (7,10,11). We found nine markers (CD9, CD27,
CD33, CD45, CD81, CD106, CD117, CD137, FGFR3) that
were usually absent or present in an entire HMCL population
and efficient in segregating cell lines within the groups (Fig.
1A). Of note, some of them (CD27, CD33, CD45, CD117, or
FGFR3) are well-known myeloma-related deregulated
markers. The use of clonally related markers, such as HLA-
A*02 and kappa/lambda, may also help to identify cross-
contaminations that may occur after initial genomic authenti-
cation. As shown in Table 2 and Figure 1B, the HLA-A*02-
surface kappa/lambda algorithm in association with the differ-
ential expression of CD28, CD40, or CD5 discriminates the
eight MCLCLs (the MAVER-1 and MINO cell lines are discri-
minated using the differential levels in lambda and CD5
expression). Thus, HMCLs and MCLCLs are identified using
at least two (e.g., KARPAS620 or JEKO-1) and at most five
markers (ANBL-6).

Our authentication procedure of cell lines can be per-
formed in one half-day and does not require DNA. Moreover,

flow cytometry is powerful for the detection of very low cross-
contamination, which might increase during culture time and
repetitive freezing and thawing of cells. This algorithm can
also be used for STR-certified cell lines for which HLA Class I

Table 1. Algorithm for HMCLs.

HMCL HLA-A*02 c-KAPPA c-LAMBDA CD81 CD45 CD137 FGFR3 CD117 CD33 CD9 CD27 CD106 TOTAL

KARPAS620 111 11 2 11 2 2 2 1 2 11 2 2 2

JIM3 111 2 11 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3

U266 111 2 11 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3

KMM1 11 2 11 11 2 1 2 2 2 2 2 2 3

L363 111 2 11 11 2 2 2 2 2 2 2 2 4

KMS11 2 11 2 2 2 2 111 2 2 111 2 2 3

NCIH929 2 11 2 1 2 2 1 2 2 1a 2 2 3

AMO1 2 11 2 11 11 2 2 2 2 2 2 2 3

JJN3 2 11 2 111 2 2 2 1a 2 111a 2 2 3

SKMM2 2 11 2 111 2 2 2 2 11a 2 2 2 3

OPM2 2 2 11 111 2 2 111 2 2 2 2 2 3

LP1 2 2 11 2 2 2 1 2 2 2 2 2 3

RPMI8226 2 2 11 11 2 2 2 2 11 11 2 2 3

MM1S 2 2 11 2 2 2 2 2 2 111 2 2 3

ANBL6 2 2 1 2 2 2 2 2 2 1a 2 2 5

KMS12BM 2 2 2b 1 2 2 2 2 2 111 11 2 4

KMS12PE 2 2 2b 111 2 2 2 2 2 2 2 1 4

aExpressed by a subpopulation.
bKMS12BM and KMS12PE are non-secreting cell lines derived from the same patient and express no detectable level of lambda pro-

tein (both are weakly lambda positive at the mRNA level).
“Total” indicates the minimum number of markers required for cell line identification (the required markers are indicated by gray

shaded areas). Expression was determined using flow cytometry. The monoclonal antibodies (mAbs) used were PE-conjugated, except
for CD117 and FGFR3 mAbs (APC conjugated) and for CD45 mAb (FITC conjugated). The level of expression was defined by calculating
the ratio of fluorescence (specific staining over matched-conjugated isotype staining).

Ratio <2: 2.
2< ratio <10: 1.
10< ratio< 50: 11.
Ratio>50: 111.

Table 2. Algorithm for MCLCLs

MCLCL HLA-A*02 KAPPA LAMBDA CD28 CD40 CD5 TOTAL

JEKO-1 11 11 2 2 1 1 2

GRANTA-519 111 2 11 1 1 2 3

JVM2 11 2 1 2 1 2 3

REC-1 2 11 2 2 1 2 3

UPN-1 2 111 2 2 2 2 3

Z138 2 2 111 2 1 2 3

MAVER-1 2 2 111 2 1 1 3

MINO 2 2 11 2 1 11 3

“Total” indicates the minimum number of markers required
for cell line identification (the required markers are indicated by
gray shaded areas). Expression was determined using flow
cytometry. The monoclonal antibodies (mAbs) used were PE-
conjugated, except for CD40 mAb (FITC conjugated). The level of
expression was defined by calculating the ratio of fluorescence
(specific staining over matched-conjugated isotype staining).

Ratio <2: 2.
2< ratio <10: 1.
10< ratio< 50: 11.
Ratio>50: 111.
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typing is unknown because flow cytometry directly assesses
HLA-A*02 expression. This HLA-A*02-based algorithm is
applicable not only to other types of B-cell malignancies but

also to other types of cell line collections if both type-specific
(such as kappa/lambda for B cells) and selective markers are
provided.

Figure 1. Histograms represent the overlay of specific staining (thick line) over control staining (thin line) in HMCLs (A) or MCLCLs (B).
The monoclonal antibodies (mAbs) used were purchased from Beckman Coulter or Becton Dickinson: they were PE-conjugated, except
for CD117 and FGFR3 mAbs (APC conjugated) and for CD40 and CD45 mAbs (FITC conjugated). Cytoplasmic kappa (c-kappa) and c-
lambda staining was performed after the permeabilization of cells using the Intraprep Permeabilization Reagent Kit (Beckman Coulter). A
single color staining was performed for all markers. Fluorescence acquisition (20,000 events were acquired) and analysis were performed
using FACsCalibur (Becton Dickinson) and Cell Quest software (PT Cytocell, SFR Bonamy, Nantes, France).
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Table S1. Generic HLA-Class I typing of human 
myeloma and mantle cell lymphoma cell lines 
 
 
 
 
HMCL A B Cw 
JIM3 02 27 02 
  40 03 
KARPAS620 02 44 05 
    
KMM1 02 40 03 
 24 52 12 
L363 02 07 03 
 31 40 07 
U266 02 07 03 
 03 40 07 
AMO1 26 44 01 
 33 54 14 
ANBL-6 01 51 12 
 03 52 12 
JJN3 03 07 07 
 33 14 08 
KMS11 24 51 01 
  54 14 
KMS12BM 26 35 03 
 33 44 14 
KMS12PE 26 35 03 
 33 44 14 
LP1 03 07 07 
 24 18 07 
MM1S 23 18 12 
 24 42 17 
SKMM2 30 49 07 
 68 51 07 
NCIH929 26 18 07 
 30 35 07 
OPM2 24 07 04 
  15 07 
RPMI8226 30 15 02 
 68 15 03 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
MCLCL A B Cw 
GRANTA-519 02 07 06 
 02 50 07 
JEKO-1 02 51 14 
    
JVM2 02 07 03 
 68 55 07 
MAVER-1 24 38 05 
 26 44 12 
MINO 11 35 04 
 68 39 12 
REC-1 01 35 04 
 03 57 06 
UPN-1 24 07 07 
 32 18 07 
Z138 01 08 05 
 23 44 12 
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2) Caractérisation de la résistance des lignées 

A. La résistance à la Dex est persistante dans le temps. 
Dans   le   but   d’étudier la résistance acquise des lignées que nous avons établies, 

MM.1SDR et NAN8DR, nous avons voulu voir si cette résistance est réversible. Pour cela, 

nous avons cultivé ces lignées sur une longue période en absence de Dex et mesuré 

l’induction  de  mort  après  72  heures  de  traitement  par  la Dex à différents temps (Figure 17).  

 

 

Figure 17 : Les lignées résistantes après une longue exposition à la Dex le sont 
toujours après 4 mois de culture sans Dex. 

La mort induite par des concentrations de 0.1, 1 et 10 µM de Dex a été évaluée par 
marquage  de   l’Apo2.7 après 72 heures de traitement sur les lignées parentales ainsi que sur 
les lignées résistantes après 3 jours (J-3), 72 jours (J-72) ou 120 jours (J-120) de retrait de la 
Dex de la culture. 

 

Nous observons que  malgré   l’absence   de   pression   par   la   Dex   durant   72   jours   pour 

MM.1SDR, ou   120   jours   pour   NAN8DR,   le   traitement   par   la   Dex   n’induit   pas   de   mort  

cellulaire sur ces lignées, alors que les lignées parentales répondent toujours à la Dex. La 

résistance acquise par  l’exposition  prolongée  à  la  Dex  de  nos  lignées  MM.1SDR  et NAN8DR 

persiste  malgré  l’absence  de  pression, ce phénomène semble donc être irréversible. 

B. La	
   diminution	
   irréversible	
   de	
   l’expression	
   du	
   GR	
  
inhibe le mécanisme de mort induit par la Dex. 

Nous avons déjà montré que la résistance des lignées MM.1SDR et NAN8DR est due 

à   une   forte   diminution   de   l’expression   du   récepteur   aux   glucocorticoïdes   (GR) (Article 1). 

Nous  avons  donc  voulu  vérifier  si  la  diminution  de  l’expression  du  GR  est  sous  le  contrôle  de  
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la Dex et donc réversible par la levée de la pression, ou bien, s’il   s’agit   de   la   sélection   de 

clones présentant   un   faible   niveau   d’expression   du   GR.   Pour   cela,   nous   avons   analysé 

l’expression   du   gène  NR3C1 à différents temps après le retrait de la Dex de la culture des 

lignées résistantes (Figure 18). 

 

 

Figure 18 :  L’expression  de  NR3C1 est fortement et durablement diminuée dans 
les lignées résistantes. 

L’expression  du  gène  codant  le  GR,  NR3C1, a été analysé par RT-qPCR et normalisé 
par rapport à la lignée parentale. Pour MM.1SDR, les mesures ont été effectuées à 3, 51 et 72 
jours après le retrait de la Dex, et pour NAN8DR à 53 et 120 jours après retrait, ou non 
(+Dex), de la Dex. 

 

Malgré   le   retrait   de   la   Dex   du  milieu   de   culture,   le   niveau   d’expression   de  NR3C1 

reste fortement diminué par rapport à la lignée parentale dans les deux exemples. Le 

mécanisme  impliqué  dans  la  diminution  de  l’expression  de  NR3C1 n’est  donc  pas  levé  par  le  

simple retrait de la pression. De  manière   intéressante,   nous   n’observons   pas   de   différence  

d’expression   de  NR3C1 entre la lignée NAN8DR cultivée en présence et celle cultivée en 

absence de Dex. Ceci nous conduit donc à penser que des clones présentant un faible niveau 

d’expression  du  GR  ont été sélectionnés lors  de  l’exposition  prolongé  à  la  Dex. 

Afin de vérifier que  le  faible  niveau  d’expression  du  GR  est  le  premier  facteur  limitant  

la réponse à la Dex, nous avons analysé l’induction  de   l’expression  génique de GILZ et de 

Bim par la Dex dans la lignée résistante NAN8DR à différents temps après le retrait de la 

pression de sélection. En guise de contrôle, nous avons en parallèle maintenu des cellules 

NAN8DR en présence permanente de Dex (NAN8DR + Dex). 
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Figure 19 : L’induction   de   l’expression   de  GILZ   et   de   l’expression   de   Bim   est 
inhibée dans le temps. 

L’expression   des   gènes   codant   pour  GILZ,  TSC22D3, et pour Bim, BCL2L11, a été 
analysée par RT-qPCR dans la lignée NAN8DR après 24h de traitement à 1 µM de Dex. 
L’induction  de  l’expression  des  gènes  a  été  exprimée par rapport au contrôle non traité. Les 
mesures ont été effectuées à 53 et 120 jours après retrait, ou non (+ Dex), de la Dex. 

 

Nous  observons  donc  une  absence  d’induction  de   l’expression  de  GILZ  ainsi  que  de  

Bim même après 120 jours de retrait de la pression par la Dex. Ceci semble donc confirmer 

que   le   faible   niveau   d’expression   du   GR   des   cellules   sélectionnées   après   une   longue  

exposition à la Dex est bien le premier facteur limitant dans la réponse à la Dex en ne 

permettant  pas  l’induction  de  l’expression  de  GILZ  et  de  Bim. 

3) Les lignées résistantes à la Dex : Conclusion 
Au  cours  de  ces  travaux,  nous  avons  donc  validé  l’identité  de  nos  lignées  résistantes  à  

la Dex, mais nous avons également montré que cette résistance serait le résultat de la sélection 

de clones présentant un faible niveau   d’expression   du   GR   et   qu’il   s’agit   d’un   phénomène  

irréversible dans le temps. Il sera alors primordial de suivre  le  niveau  d’expression  du GR des 

cellules de MM provenant de patients traités par les GCs sur une longue période afin de 

s’assurer  qu’une telle sélection ne se produise. Aussi, il   sera   intéressant  d’effectuer  de  plus  

amples analyses de  la  régulation  de  l’expression  du  gène  NR3C1 dans nos lignées résistantes. 

En effet, la compréhension de ce mécanisme aboutira  peut  être  à  l’identification  de nouvelles 

cibles   thérapeutiques   permettant   de   rétablir   un   niveau   d’expression   du   GR   suffisant   pour  

induire une réponse. 
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III. La	
  dépendance	
  à	
   l’IL-6	
  des	
   lignées	
  n’a	
  pas	
  
d’impact	
  sur	
  la	
  réponse	
  à	
  la	
  Dex. 

Au  cours  de  cette  étude  nous  avons  évalué  l’effet  anti-tumoral de la Dex sur un panel 

de  lignées  cellulaires  de  MM  dont  certaines  ont  été  dérivées  en  présence  d’IL-6.  L’analyse  de  

leur  réponse  en  fonction  de  leur  dépendance  à  l’IL-6 ne montre pas de différence significative 

(Figure 20). 

 

Figure 20 :  La  dépendance  à  l’IL-6  des  lignées  cellulaires  de  MM  n’influence  pas  
la mort cellulaire induite par la Dex. 
 La mort cellulaire a été évaluée après 72 heures de traitement par 1µM de Dex après 
marquage  à  l’Apo2.7. 

 

Afin  d’évaluer   l’effet  de   la  dépendance  à   l’IL-6 sur la réponse à la Dex, nous avons 

établi   des   lignées   indépendantes   à   l’IL-6 à partir de lignées dépendantes. Pour cela, nous 

avons   réduit   progressivement   les   concentrations   d’IL-6   de   la   culture   jusqu’à   obtenir   des  

lignées   complètement   indépendantes   à   l’IL-6. Nous avons ainsi obtenu trois lignées 

indépendantes   à   l’IL-6, dont deux à partir de lignées sensibles à la Dex, NAN8 et BCN, 

appartenant aux sous-groupes MS et MF, respectivement ; et la troisième à  partir  d’une  lignée 

CCND1 résistante à la Dex, MDN. La réponse à la Dex de ces lignées a été évaluée après 72 

heures de traitement par la Dex (Figure 21). 
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Figure 21 : L’indépendance  à  l’IL-6 ne modifie pas la réponse à la Dex de lignées 
initialement dépendantes  à  l’IL-6. 

Les   lignées   indépendantes   à   l’IL-6 (iIL6), ainsi que leur lignée parentale respective, 
ont été traitées par 0.1, 1 et 10 µM de Dex pendant 72 heures. La mort cellulaire a été évaluée 
par  cytométrie  en  flux  après  marquage  à  l’Apo2.7. 

 

Malgré  l’indépendance  à  l’IL-6 acquise par les lignées, celles-ci répondent à la Dex de 

la  même  manière  que  leur  lignée  parentale  dépendante  à  l’IL-6. La  dépendance  à  l’IL-6 des 

lignées  n’a  donc  pas  d’effet  sur  la  réponse  à  la  Dex  que  ce  soit  dans  des lignées sensibles des 

sous-groupes MF ou MS, ou sur la résistance de lignées CCND1. 

IV. Effet paradoxal de la Dex dans des cellules 
du sous-groupe CCND1 

Lors de nos travaux pour essayer de comprendre le mécanisme de résistance impliqué 

dans la lignée CCND1 KMS12-PE,   nous   avons   mesuré   l’impact   de   la   Dex   sur   le   cycle  

cellulaire. Pour cela nous avons effectué une cinétique de traitement par 1µM de Dex et 

identifié les cellules dans les différentes phases du cycle après incorporation de la 

bromodéoxyuridine (BrdU) et marquage à  l’iodure de propidium de  l’ADN  et  à  l’anti-BrdU-

FITC. (Figure 22). 
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Figure 22 :   L’arrêt   du   cycle   en   phase   G0/G1   est   transitoire   dans   la   lignée  
KMS12-PE. 

L’effet  de  la  cinétique  d’exposition  à  la  Dex  1µM  sur  les différentes phases du cycle 
cellulaire a été analysé dans la lignée résistante KMS12-PE et la lignée sensible NAN8 après 
30  minutes  d’incorporation  du  BrdU  à  37°C  et  marquage  par  l’anti-BrdU-FITC  et  l’iodure de 
propidium. 

 

La Dex induit dans la lignée sensible NAN8 une augmentation du nombre de cellules 

en phase subG1 et une diminution de la phase S dès 16h, un arrêt en phase G0/G1 dès 24h et 

ne  présente  plus  qu’une  faible  proportion  de  cellules  en  phases S et G2/M à 40h de traitement 

par la Dex. De manière intéressante, dans la lignée résistante KMS12-PE, un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G0/G1 est visible dès 16h de traitement par la Dex. Cependant, cet arrêt 

n’est  que  transitoire  car à 40h de traitement par la Dex, nous observons une diminution de la 

phase G0/G1 et une augmentation de la phase S.  

Nous avons ensuite mené des travaux   dans   le   but   d’identifier   une   molécule   qui  

pourrait lever la résistance à la Dex de la lignée KMS12-PE in vitro, en effectuant des 

associations du traitement par la Dex avec des inhibiteurs de différentes voies de signalisation 

comme   l’U0126   qui   inhibe   la   voie   MAPK/ERK   ou   la   Wortmannin   qui   inhibe   la   voie  

PI3K/Akt, mais également le Pomalidomide décrit pour avoir un effet antiprolifératif sur les 

cellules de MM (Figure 23). De manière surprenante, non seulement ces molécules ne 

permettent pas de lever la résistance à la Dex, mais la faible induction de mort par les 

inhibiteurs et le pomalidomide (<20%) est  totalement  inhibée  par  l’association  de  la  Dex. La 

Dex semble donc induire un effet anti-apoptotique dans la lignée CCND1 KMS12-PE. 
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Figure 23 :  La  Dex  inhibe  l’induction  modérée  de  la  mort  cellulaire  par  d’autres  
traitements dans la lignée résistante KMS12-PE.  

La lignée résistante KMS12-PE a été exposée au traitement par la Dex à 1µM associé 
au  Pomalidomide  à  0.25µM,  ou  à  l’inhibiteur  de  la  voie  MAPK/ERK,  l’U016  à  10µM,  ou  à  
l’inhibiteur  de  la  voie  PI3K/Akt,  la  Wortmannin  à  5µM, pendant 72 heures. La mort cellulaire 
a  été  évaluée  par  cytométrie  en  flux  après  marquage  par  l’Apo2.7. 

 

Aussi, lors de notre étude, nous avons pu observer sur certains prélèvements de 

patients résistants, une augmentation de la proportion de plasmocytes CD138 positifs suite à 

l’exposition  à  la  Dex  in vitro (Figure 24). Nous  remarquons  également  l’apparition  de  cellules  

présentant une forte expression du CD138 après le traitement par la Dex. 

 

Figure 24 : La Dex augmente le pourcentage de cellules CD138 positives du 
prélèvement  d’un patient CCND1.  

Après 48 heures de traitement par la Dex 1 µM, la mort cellulaire des plasmocytes du 
patient, in vitro, est évaluée après marquage du CD138. Ce patient présente une translocation 
t(11 ;14). 
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Il reste à déterminer si l’augmentation du pourcentage de cellules CD138 positives est 

due à une augmentation de la prolifération des plasmocytes tumoraux, ou à une perte des 

autres types cellulaires présents dans le prélèvement et sensibles au traitement par la Dex. 

L’ensemble   de   ces   données   obtenues   à   partir   d’échantillons   ou   de   lignées   du   sous-

groupe CCND1, nous laisse donc penser que la Dex pourrait induire un effet paradoxal dans 

le MM, et plus particulièrement dans le sous-groupe CCND1. 
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Discussion et Perspectives 
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La Dexamethasone demeure un agent important dans le traitement du myélome, 

cependant son utilisation clinique est basée sur des études empiriques. Ce travail a donc été 

entrepris pour évaluer les effets de la Dex en fonction de la classification moléculaire des 

patients atteints de MM, et pour déterminer les mécanismes impliqués dans la mort cellulaire 

induite par la Dex dans le MM.  

Nous  avons  tout  d’abord  montré  qu’il  n’y  a  pas  d’effet  dose  de  la  Dex  sur  la  réponse  

pro-apoptotique dans les lignées de MM. Ces résultats semblent être en accord avec les 

données   cliniques.   En   effet,   la   toxicité   accrue   de   l’utilisation   de   la   Dex   à   hautes   doses   a  

conduit différents groupes à mener des essais cliniques avec des doses de Dex réduites. Il a 

ainsi été montré que la réduction des doses de Dex diminue la toxicité des traitements sans 

impacter leur efficacité (Rajkumar, et al 2010). 

L’étude  sur  notre  panel  de  lignées  a  permis  de  montrer  que  l’effet  pro-apoptotique de 

la Dex est restreint aux sous-groupes de lignées MF et MS associés à un mauvais pronostic, 

alors que toutes les autres lignées sont résistantes à la Dex. On note en particulier, que toutes 

les lignées CCND1 sont résistantes à la mort induite par la Dex, ainsi que les cellules 

primaires présentant une translocation t(11 ;14). Enfin,   l’hétérogénéité   de   l’efficacité   de   la  

Dex a été confirmée dans le modèle murin in vivo. En effet, alors que la Dex réduit la 

croissance   des   tumeurs   MS,   elle   n’a   aucun   effet   sur   la   croissance   des   tumeurs   CCND1,  

corroborant ainsi les résultats trouvés in vitro. Lors  de  ce  travail,  l’analyse  de  la  réponse  à  la  

Dex a été effectuée sur 19 échantillons provenant de patients, dont 4 présentaient une 

translocation récurrente. Afin de confirmer les résultats obtenus sur les lignées, il sera 

intéressant  d’augmenter  le  nombre  d’échantillons de cellules primaires. 

Nous avons ensuite montré que le niveau d’expression  du  GR  est   le  premier   facteur  

limitant   la  sensibilité  des   lignées  de  MM  à   la  Dex.  En  effet,   l’expression  de  NR3C1 codant 

pour le GR est fortement et durablement diminuée lors de la génération de lignées résistantes 

après une longue exposition à la Dex. Cette observation est renforcée par la corrélation 

trouvée   entre   le   niveau   d’expression   de  NR3C1 et la mort cellulaire induite par la Dex sur 

notre  panel  de  lignées.  Ces  résultats  sont  en  accord  avec  l’étude  réalisée  par  Heuck  et al., en 

2012, qui   associe   un  mauvais   pronostic   au   faible   niveau   d’expression   de  NR3C1 chez des 

patients atteints de MM (Heuck, et al 2012). De plus, nous avons mis en évidence que le sous-

groupe de   lignées  MF  présente   le   plus   haut   niveau   d’expression   de  NR3C1 ce qui pourrait 

expliquer la sensibilité plus élevée de ce sous-groupe à la Dex. Cette analyse n’a   pas   été 

réalisée sur nos échantillons provenant de patients par manque de matériel biologique, 
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cependant, nous avons bénéficié de   la   base   de   données   publique   de   puces   d’expression  

génique de 309 patients au diagnostic. Nous avons ainsi confirmé chez les patients le haut 

niveau   d’expression   de   NR3C1 dans le sous-groupe MF. Enfin, nous avons montré une 

corrélation   entre   l’expression   de   l’oncogène   MAF (c-MAF + MAFB)   et   l’expression   de  

NR3C1 dans notre panel de lignée. Il serait donc fortement intéressant de pouvoir reproduire 

ces  différentes  analyses  d’expression de NR3C1,  ainsi  que  de  l’oncogène  MAF sur une autre 

cohorte  de  patients,  afin  de  valider  la  relation  entre  l’expression  de  NR3C1 et  de  l’oncogène  

MAF.   Une   précédente   étude   a   déjà   exposé   un   lien   entre   les   GCs   et   l’oncogène   MAF en 

montrant que les GCs  réduisent  le  niveau  d’expression  de  la  protéine  c-maf via sa dégradation 

dépendante de   l’ubiquitine (Mao, et al 2007). Nous avons confirmé que la régulation de 

l’expression  de  c-maf par la Dex ne se fait pas au niveau transcriptionnel. Cependant, du fait 

des difficultés de détection de la protéine c-maf  que  nous  avons  rencontré,  nous  n’avons  pas  

pu confirmer l’implication  du  protéasome  dans   la  diminution de son expression. Aussi, ces 

travaux   ne   nous   permettraient   pas   d’expliquer   le   lien   entre   l’expression   du   récepteur   et   de  

l’oncogène.   De   nouvelles   investigations   seront   donc   nécessaires   afin   de   comprendre   cette  

relation et ainsi expliquer la surexpression de NR3C1 dans le sous-groupe MF. Pour cela, il 

sera  intéressant  d’effectuer  des  expériences  de  surexpression  de  MAF dans des lignées de MM 

et   d’observer   l’impact   sur   l’expression   du   récepteur,   et   vice versa. Ceci nous permettra de 

montrer  s’il  existe bien une relation entre   l’expression  de  MAF et de NR3C1,  et  d’identifier  

dans quel sens se fait la régulation entre ces deux acteurs. 

Nous  avons  également  observé  un  niveau  d’expression  de  NR3C1 dans le sous-groupe 

de patients HY significativement supérieur à celui des sous-groupes MS et CCND1. Ceci peut 

être expliqué par la localisation du gène NR3C1 sur le chromosome 5, chromosome dont la 

trisomie est couramment retrouvée chez les patients de MM hyperdiploïdes (Kumar, et al 

2012b) et dont le gain est associé à un pronostic favorable (Avet-Loiseau, et al 2009).  

Enfin, nous avons démontré que la Dex induit la translocation totale du GR vers le 

noyau dans les 10 lignées cellulaires testées, y compris les résistantes. Ceci montre que la 

capacité   du   GR   à   transloquer   vers   le   noyau   n’est   pas   une   étape   limitante conduisant la 

résistance  à   la  Dex,  contrairement  au  niveau  d’expression  du  GR.  Cette  étude  du  GR  est   la  

première   à   être   réalisée   sur   un   aussi   grand   nombre   de   lignées   de   MM.   En   effet,   jusqu’à  

présent seules quelques études, essentiellement réalisées par un groupe du « The Lurie cancer 

center »   de   Chicago,   ont   montré   que   la   résistance   aux   GCs   provenait   d’une   différence   du  

niveau  d’expression  du  GR  entre  la  lignée  sensible  MM.1S  et  la  lignée  résistante  MM.1R,  et  
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non   de   la  mutation   du  GR   ou   d’une   différence   d’expression   de   ses   isoformes   (Krett, et al 

1995, Moalli, et al 1993, Sanchez-Vega and Gandhi 2009, Sanchez-Vega, et al 2006). Plus 

récemment, en utilisant le même modèle MM.1S / MM.1R, il a été suggéré que la différence 

du  niveau  d’expression  du  GR  entre  ces  deux  lignées  résulte  de  la  régulation  des  transcrits  de  

NR3C1 par le microARN miR-130b (Tessel, et al 2011). Il serait intéressant de confirmer 

cette hypothèse sur notre panel de lignées, notamment sur les lignées résistantes que nous 

avons généré, identifiant ainsi une potentielle cible thérapeutique pour contrecarrer la 

résistance  aux  GCs  due  au  faible  niveau  d’expression  du  GR. 

Plusieurs   études   ont   identifié   GILZ   comme   l’un   des   gènes   les   plus   régulés   par   les  

GCs, notamment dans des cellules T et des cellules dendritiques (Ayroldi, et al 2001, 

Cannarile, et al 2001, D'Adamio, et al 1997). Le promoteur du gène codant pour GILZ, 

TSC22D3, comprend 6 GRE permettant la liaison des homodimères de GR activés et donc la 

transactivation du gène. Lors de ce travail, nous avons mis en évidence que la Dex induit 

l’augmentation   de   l’expression   de  GILZ  dans   toutes   les   lignées   de  MM   testées,   cependant,  

cette augmentation est significativement plus élevée dans les lignées sensibles. De plus, nous 

avons   trouvé   une   corrélation   entre   le   niveau   d’expression de NR3C1 et   l’augmentation   de  

l’expression  des  ARNm  de  TSC22D3 par la Dex. Ce résultat est en accord avec la proposition 

faite par Thiagarajah et al.,   en   2014,   indiquant   que   l’induction de GILZ serait une mesure 

fiable de la fonction du GR (Thiagarajah, et al 2014). 

Nous avons également démontré que la diminution de l’expression  de  GILZ  par  ARN  

interférence provoque une forte inhibition de la mort cellulaire induite par la Dex. Cette 

implication  de  GILZ  dans  la  mort  induite  par  la  Dex  a  déjà  été  montré  par  l’étude  de  Grugan  

et al., en 2008. Cependant, cette précédente étude  ne  présente  qu’une  modeste  réduction  de  la  

mort  induite  par  la  Dex  suite  à  la  diminution  de  l’expression  de  GILZ  dans  la  lignée  MM.1S 

(Grugan, et al 2008).  L’ensemble  des  résultats  obtenus  lors  de  notre  étude, ainsi que celle de 

Grugan et al., permettent de dire que GILZ présente un rôle clé  dans  l’induction  de  la  mort  

cellulaire par la Dex dans le MM. Nous pouvons donc penser que GILZ pourrait être une 

nouvelle cible thérapeutique dans le traitement du myélome afin de contrecarrer le faible 

niveau  d’expression  du  GR  chez  certains  patients. Pour cela, Ayroldi et al., en 2014, ont déjà 

proposé l’utilisation   de   la   protéine   recombinante   de   GILZ   comme   traitement   anti-

inflammatoire (Ayroldi, et al 2014).   En   effet,   cette   proposition   s’appuie   sur   des   études  

montrant qu’à   la   suite d’injection   de la protéine GILZ recombinante,   ou   d’un   plasmide  

contenant une séquence codante pour la protéine GILZ recombinante à des souris, GILZ peut 
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entrer dans les cellules de mammifère et induire des effets similaires à ceux produits par de 

fortes doses de Dex (Delfino, et al 2004, Pinheiro, et al 2013). La protéine recombinante 

GILZ présenterait alors des caractéristiques pharmacocinétiques et de biodisponibilité 

adaptées à un usage pharmacologique. L’effet   du   traitement par la protéine recombinante 

GILZ pourrait donc être étudié sur nos lignées de MM in vitro, ainsi que son effet sur la 

croissance tumorale dans notre modèle murin. 

Parmi  les  multiples  processus  requis  pour  induire  l’apoptose  par  la  Dex,  la  modulation 

de   l’expression  des  protéines de la famille Bcl-2 a été rapportée comme étant un processus 

majeur (Almawi, et al 2004, Ploner, et al 2008). Il a notamment été montré que les membres 

BH3-only de la famille Bcl-2 sont des médiateurs importants dans la mort induite par la Dex, 

en  particulier  Bim  dont  l’expression  est  induite  dans  différents  modèles  (Abrams, et al 2004, 

Bachmann, et al 2005, Erlacher, et al 2005, Ploner, et al 2008, Schmidt, et al 2006, Schmidt, 

et al 2004, Wang, et al 2003). Nous avons montré sur notre panel de lignée que le traitement 

par  la  Dex  induit  une  forte  augmentation  de  l’expression  de  Bim  associée  à  une  augmentation  

modérée  de  l’expression  de  Puma  principalement  dans  les  lignées  sensibles, mais également 

dans la lignée résistante KMS12-PE.   De   plus,   nous   avons   démontré   que   l’inhibition   de  

l’expression   de   Bim   par   ARN   interférence   conduit   à   une   forte   diminution   de   l’apoptose  

induite par la Dex, confirmant ainsi le rôle important de Bim dans l’induction  de  la  mort  par  

la  Dex.  Cependant,   contrairement   à   l’étude   de   Ploner   et al., dans le modèle de la LAL de 

l’enfant,   l’augmentation   de   l’expression   de   Bim   n’est   pas   suffisante   pour   induire   la   mort  

cellulaire, comme nous avons pu le constater dans la lignée résistante KMS12-PE. 

Simultanément   à   l’augmentation   de   l’expression   de   Bim,   nous   avons   observé   une   forte  

diminution  de   l’expression  de  Bcl-xL restreinte aux lignées sensibles. Il se produit donc un 

déséquilibre   entre   l’expression   des   protéines   anti- et pro-apoptotiques, conduisant à la 

diminution du seuil apoptotique dans les lignées sensibles à la Dex. 

De manière intéressante, nous avons mis en évidence que GILZ contribue à la 

régulation du réseau des protéines de la famille Bcl-2 en induisant l’augmentation   de  

l’expression  de  Bim  et   la  diminution  de  l’expression  de  Bcl-xL. La régulation de Bcl-xL par 

GILZ est en accord avec de précédents travaux réalisés par Delfino et al., en 2004. En effet, 

cette   étude  montre   une   diminution   de   l’expression   de  Bcl-xL dans des souris transgéniques 

surexprimant GILZ (Delfino, et al 2004). Cependant, le mécanisme par lequel GILZ module 

l’expression   de  Bcl-xL n’est   pas   encore   connu. La littérature nous permet de penser que le 

mécanisme impliqué pourrait être une régulation indirecte impliquant la voie NF-κB.  En  effet,  
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il a été montré que Bcl-xL est une cible transcriptionnelle de NF-κB  (Chen, et al 2000, Lee, et 

al 1999), et que GILZ peut interagir directement avec NF-κB   et   ainsi   inhiber   son   activité  

transcriptionnelle (Ayroldi, et al 2001). Il serait donc intéressant de vérifier si GILZ peut 

interagir directement avec les acteurs de la voie NF-κB  p65  et  p52  dans  les  cellules de MM et 

ainsi moduler l’expression  de  Bcl-xL. 

Nous avons montré que   la   régulation   de   l’expression   de   Bim   par   GILZ   se   fait   au  

niveau transcriptionnel. Cependant, les mécanismes impliqués ne sont pas encore connus. La 

régulation de la transcription de Bim par GILZ pourrait se faire de manière directe ou 

indirecte. En effet, il a été montré que GILZ peut se lier directement sur deux séquences 

spécifiques du   type  CCAAT   très  proches   l’une   de   l’autre, au niveau de promoteur du gène 

PPAR-γ2 et ainsi réprimer sa transcription (Shi, et al 2003). Nous avons pu identifier trois 

motifs CCAAT au niveau du promoteur de Bim, cependant, ces séquences ne sont pas aussi 

proches que celles décrites dans le promoteur du gène PPAR-γ2. Des expériences 

d’immunoprécipitation de chromatine sur cette région du gène permettraient de vérifier si 

GILZ peut se lier directement au niveau du promoteur de Bim sur ces séquences et ainsi 

réguler sa transcription. D’autre  part,  concernant  l’hypothèse  « indirecte », il a été décrit que 

l’expression  de  Bim  peut  se  faire  sous  le  contrôle  du  facteur  de  transcription  FoxO3a  (Dijkers, 

et al 2000). Or, il a également été suggéré que GILZ pouvait interagir avec le complexe 

mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2), inhibant la voie mTORC2/Akt qui 

elle-même  inhibe  FoxO3a,  conduisant  ainsi  à  l’augmentation  de  l’expression  de  Bim  (Joha, et 

al 2012). Lors de nos travaux, des   résultats   préliminaires   n’ont   pas   mis en évidence 

l’implication  d’Akt  dans  la  réponse  à  la  Dex, suggérant que la première hypothèse serait plus 

probable. L’étude  de  l’activation  de  FoxO3a en fonction du traitement par la Dex serait tout 

de même nécessaire   dans   l’éventualité   où   la   Dex   impliquerait   un   autre   mécanisme  

d’activation  que  la  voie  Akt. 

Bien que les lignées du sous-groupe  CCND1  présentent  un  faible  niveau  d’expression  

du GR, ce qui pourrait en parti expliquer leur résistance à la Dex, la lignée KMS12-PE expose 

un  haut  niveau  d’expression  du  GR,  conduisant  à  une  induction  significative  de l’expression  

de   GILZ   et   de   Bim   sans   induire   la   mort   cellulaire.   Cependant,   la   Dex   n’induit   pas   de  

diminution de Bcl-xL dans cette lignée, comme observée dans les lignées sensibles. Nous 

avons  donc  montré  que  la  diminution  forcée  de  l’expression  de  Bcl-xL par ARN interférence 

associée  à  l’induction  de  Bim  et  de  GILZ  n’est  pas  suffisante  pour  contrecarrer  la  résistance  à  
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la Dex de la lignée KMS12-PE. Ces résultats suggèrent  que  d’autres acteurs pourraient être 

impliqués dans la réponse à la Dex. 

Nous avons également  montré  une  induction  de  l’expression  de  la  protéine  BH3-only 

Puma après  traitement  par  la  Dex  dans  les  lignées  sensibles  qui  l’expriment,  mais  également  

dans la lignée résistante KMS12-PE.   Cependant,   cette   protéine   n’étant   pas   exprimée   par  

l’ensemble des lignées sensibles à la Dex, contrairement à Bim, nous pouvons supposer 

qu’elle  ne  présente  qu’un  rôle  secondaire  dans  le  mécanisme  d’induction  de  la  mort cellulaire 

par la Dex. Seules quelques études ont évoqué le possible rôle de Puma dans la réponse aux 

GCs. Ces études montraient   que   l’expression   de   Puma   est   induite   par la Dex dans les 

thymocytes et  que  l’absence  d’expression  aussi  bien  de  Bim  que  de  Puma  protège  les  cellules 

lymphoïdes des effets des GCs dans des modèles murins (Erlacher, et al 2005, Han, et al 

2001, Villunger, et al 2003). Une   étude   récente   indique   que   l’expression   de   Puma est 

impliqué dans la résistance à la Dex (Zhao, et al 2015). Ils montrent que le ciblage des 

microARN miR-221-222   restaure   l’expression   de   Puma   dans   MM.1R.   Cependant,   ces  

résultats sont hautement contestables car la transfection seule de Puma induit la mort de la 

cellule et le traitement par la Dex ne modifie pas cette induction de mort. Les auteurs 

concluent  que   l’inhibition  des miR-221-222 lève la résistance à la Dex indépendamment de 

l’expression  du  GR  en  augmentant   l’expression  de  Puma.  Or,   il  est  clairement  défini  que   la 

résistance à la Dex de  la  lignée  MM.1R  est  due  à  la  forte  diminution  de  l’expression  du  GR.  Il  

aurait   été   fortement   intéressant   d’analyser   l’impact   de   l’inhibition   des   miR-221-222 sur 

l’expression  du  GR,  l’induction  de  l’expression  de  GILZ  et  de  Bim.  Ceci nous amène à nous 

interroger  sur  les  modèles  d’études  utilisés  dans  le  MM.  En  effet,  de  nombreuses  études  sont  

réalisées sur le couple de lignées MM.1S / MM.1R ou sur un nombre très restreint de lignées, 

apportant ainsi de nouvelles hypothèses sur les mécanismes impliqués dans la résistance aux 

traitements. Or comme nous avons pu le montrer dans cette étude,  il  n’existe  pas  une  mais  des  

résistances aux traitements. Les études des mécanismes de résistance devraient donc être 

systématiquement réalisées sur de plus larges panels de lignées de MM afin de renforcer leur 

message.  

Différents travaux ont mis en évidence que différentes cytokines, dont  l’interleukine  6  

(IL-6) et les Insulin-growth  factors  (IGF)  de  type  I  et  II,  induisaient  une  réversion  de  l’effet 

antiprolifératif  ainsi  qu’une  inhibition  de  la  mort  induite  par  la  Dex  dans  des  cellules  de  MM  

(Hardin, et al 1994, Juge-Morineau, et al 1995, Xu, et al 1997). L’étude  de  Cheung  et  Van  

Ness,  en  2001,  a  montré  sur  une  lignée  de  MM  dépendante  à  l’IL-6  que  l’interaction  avec  les  
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cellules stromales de la moelle osseuse ou l’ajout  d’IL-6 protègent la lignée de la mort induite 

par  la  Dex.  Il  a  également  été  montré  que  l’IL-6  sécrétée  est  l’élément  principal  conduisant  à  

la  protection  par  les  cellules  stromales,  en  induisant  une  augmentation  de  l’expression  de  Bcl-

xL et de la cycline D2 (Cheung and Van Ness 2001). De plus, le prétraitement des cellules 

avec   de   l’IL-6  ou   de   l’IGF1   inhibe   en   partie   l’augmentation   de   l’expression   de  GILZ   et la 

mort cellulaire induite par la Dex (Grugan, et al 2008). Nous avons montré que la dépendance 

à  l’IL-6  de  nos  lignées  n’a  pas  d’impact  sur  la  réponse  à  la  Dex.  Cependant,  nous  avons  pu  

constater   sur   certains   échantillons  provenant  de   patients   que   l’IL-6 inhibe leur réponse à la 

Dex. La comparaison de la sensibilité à la Dex de notre panel de lignées avec celle obtenue 

dans un modèle de co-culture in vitro mimant le microenvironnement médullaire dans sa 

globalité serait donc très intéressante. De plus, l’analyse  de  l’effet  du  microenvironnement  en 

fonction des différentes entités moléculaires du MM et de son impact sur les acteurs 

impliqués dans le mécanisme de mort cellulaire induite par la Dex pourrait conduire à 

l’identification  de  nouvelles  cibles  thérapeutiques. 

Différentes études ont rapporté que les GCs pouvaient avoir un effet délétère en 

augmentant la survie et la prolifération cellulaire de différentes cellules cancéreuses. En effet, 

lors du traitement de tumeurs solides, les GCs sont utilisés pour leur effet anti-inflammatoire, 

mais ils sont également prescrits pour minimiser les effets secondaires des traitements 

chimiothérapeutiques. De nombreux travaux ont montré que la Dex inhibe la mort cellulaire 

induite par les traitements chimiothérapeutiques, comme le paclitaxel, dans des tumeurs du 

sein,  du  col  de  l’utérus,  des  ovaires,  mais  également  sur des lignées cellulaires de cancer du 

poumon et des modèles de xénogreffes (Stringer-Reasor, et al 2015, Wu, et al 2004, Zhang, et 

al 2007). Il a notamment été démontré que les GCs augmentent la prolifération cellulaire de 

lignées provenant de cancers solides de différentes origines (épithéliale, neuroectodermale et 

mésenchymateuse),  et  qu’ils  favorisent  la  croissance  tumorale  dans  des  modèles  murins  pré-

cliniques de carcinomes du poumon (Al-Wadei, et al 2005, Gundisch, et al 2012). Enfin, 

même   si   la   Dex   induit   l’apoptose   d’une   grande   majorité de cellules primaires provenant 

d’enfants  atteints  de   leucémie  aigüe  au  diagnostic,  elle augmente également la   survie  d’une  

partie de ces échantillons de cellules primaires in vitro (Gundisch, et al 2012). Ces études 

indiquent  que  cet  effet  sur  la  survie  et  la  prolifération  passe  par  l’activation  du  GR (Gundisch, 

et al 2012). Nous avons observé que la Dex inhibe la mort cellulaire induite par plusieurs 

traitements dans la lignée KMS12-PE et   qu’elle augmente la proportion de cellules CD138 

positives dans certains échantillons de patients in vitro. Bien que cet effet paradoxal soit 



96 
 

modéré,  nous  ne  pouvons  pas  exclure  qu’il  puisse  s’agir  d’un effet délétère de la Dex sur la 

réponse anti-tumorale des cellules de MM. Il sera donc primordial d’étudier  plus  précisément  

l’augmentation  de  la  survie  ou  de  la  prolifération  cellulaire  par  la  Dex  sur  les  cellules  de  MM, 

et plus particulièrement dans le sous-groupe CCND1. Pour cela, nous devrons mettre au point 

une analyse permettant de quantifier précisément les différentes populations cellulaires 

présentes  dans   les  échantillons  provenant  de  patient,   afin  d’évaluer   si   le  nombre  de  cellules  

CD138  positives   augmente   après   traitement   par   la  Dex  ou   s’il   s’agit   de la perte des autres 

populations cellulaires sensibles à la Dex. D’autre   part, il sera intéressant   d’approfondir  

l’analyse   du   possible effet anti-apoptotique de la Dex sur   l’ensemble   des   lignées   du   sous-

groupe CCND1, mais également sur des cellules primaires résistantes à la Dex.  

Enfin, nos résultats indiquent que   la   Dex   n’a   pas   d’effet   pro-apoptotique sur les 

cellules du sous-groupe CCND1 in vitro, mais également in vivo,  malgré   l’expression  d’un  

GR fonctionnel. De manière intéressante, des travaux du laboratoire ont déjà montré que le 

sous-groupe CCND1 se distingue des autres sous-groupes   par   son   profil   d’expression  

particulier des protéines anti- et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, et par sa réponse 

spécifique   à   certains   traitements   comme   l’ABT-199 (Gomez-Bougie and Amiot 2013, 

Touzeau, et al 2014). De plus, les patients ayant une translocation t(11 ;14) présentent une 

forte   prévalence   de   l’isotype   IgM   et   représentent un sous-groupe biologiquement et 

cliniquement distinct des autres sous-groupes (Avet-Loiseau, et al 2003). Ces données 

suggèrent que le sous-groupe CCND1 pourrait être une pathologie à part entière et bénéficier 

d’une   approche   thérapeutique   spécifique.   L’identification systématique des patients de ce 

sous-groupe dès le diagnostic serait nécessaire pour pouvoir analyser non seulement leur 

réponse à la Dex, mais   également   l’évolution de la maladie en fonction des différents 

traitements reçus et ainsi obtenir des informations qui permettraient de mieux adapter leur 

prise en charge dans le futur. L’absence  d’effet  anti-tumoral direct de la Dex sur les cellules 

du sous-groupe  CCND1,  l’apparition  possible d’un effet paradoxal de la Dex sur ces cellules, 

ainsi que les nombreux effets indésirables du traitement, nous conduisent à  s’interroger  sur  la  

nécessité  d’utiliser la  Dex  dans   le  but  d’induire   une   réponse anti-tumorale directe chez des 

patients CCND1. 
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L’étude   de   la   Dexamethasone dans le Myélome Multiple a   permis   d’identifier   des  

sous-groupes dont la spécificité de la réponse est importante, que ce soit par une sensibilité 

plus élevée pour le sous-groupe MF, ou au contraire, une résistance pour le sous-groupe 

CCND1. Ce  travail  de  thèse  a  également  permis  de  démontrer  l’importance  des  trois  acteurs  

que sont le GR, GILZ et Bim, dans le mécanisme de mort induite par la Dex dans les cellules 

de MM. 

Cette   étude   s’est   inscrite   dans   un   contexte actuel de développement de la médecine 

personnalisée et des thérapies ciblées. Or, la Dex est largement utilisée dans le traitement du 

MM, souvent à fortes doses. Aussi,  bien  qu’elle  induise  des  réponses  rapides, l’efficacité de la 

Dex comme agent simple n’est  retrouvée  que  chez  50%  des  patients,  son  usage  à  hautes  doses  

est associé à de nombreux effets indésirables et il existe des phénomènes de résistance. Les 

résultats  obtenus  indiquent  donc  qu’il  serait   important  à  présent  de  prendre  en  considération 

l’hétérogénéité  du  myélome  dans  l’analyse  de  la  réponse  à  la  Dex  tout  au  long  de  la  maladie.  

Il   serait   également   nécessaire   d’évaluer   le   niveau   d’expression   du   récepteur   aux  

glucocorticoïdes des cellules de myélome avant tout traitement, puis au cours de la maladie. 

Ceci permettra peut-être à terme de réévaluer les bénéfices, mais également les risques, des 

traitements prolongés contenant des GCs, et ainsi de proposer une optimisation de ceux-ci en 

fonction des anomalies cytogénétiques des patients atteints de MM. 

Enfin,   l’étude   des  mécanismes   impliqués   dans   la  mort   cellulaire   induite   par   la  Dex  

offrira de nouvelles perspectives thérapeutiques en permettant  d’identifier  de  nouvelles  cibles  

et de développer de nouveaux traitements afin de contrecarrer les résistances aux GCs et de 

diminuer les effets indésirables limitant leur usage. 
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Dexamethasone in Multiple Myeloma: study of mechanisms of sensitivity and impact 
of molecular heterogeneity of the disease on response. 
 

Résumé 
 

Le myélome multiple (MM) est une tumeur 
plasmocytaire incurable malgré des avancées 
thérapeutiques majeures. Cette pathologie regroupe 
plusieurs catégories de patients à fort impact 
pronostique basées sur les principales anomalies 
génétiques. La Dexamethasone (Dex) est le 
glucocorticoïde le plus largement utilisée dans le 
traitement du MM. Cependant, en monothérapie, seule 
la moitié des patients répondent à la Dex.  

Grâce à notre large collection de lignées de 
MM,   représentative   de   l’hétérogénéité   retrouvée chez 
les patients, nous avons mis en évidence que 
l’apoptose   induite   par   la   Dex   dans   les   lignées   de  MM  
est restreinte aux sous-groupes moléculaires t(4;14) 
(MMSET) et t(14;16) (MAF) associés à un mauvais 
pronostic, alors que le sous-groupe t(11;14) (CCND1) 
de pronostic neutre est résistant. Cette hétérogénéité de 
la réponse à la Dex a été confirmée in vivo dans un 
modèle murin de tumeur sous-cutanée.  

Afin de comprendre cette hétérogénéité de la 
réponse, nous avons recherché les mécanismes 
moléculaires responsables de la sensibilité à la Dex. 
Nous   avons   démontré   que   l’expression   du   récepteur  
aux glucocorticoïdes (GR) est un facteur limitant de la 
réponse à la Dex et que son expression est corrélée 
avec   l’expression   de   l’oncogène   MAF.   Nous   avons  
également montré que la protéine GILZ (Glucocorticoid-
induced leucine zipper) est induite par la Dex dans le 
MM et que cette induction est principalement 
dépendante  du  niveau  d’expression  du  GR.  Aussi,  nous  
avons mis en évidence que GILZ et Bim sont 
nécessaires à l’induction  dans  la  mort  par  la Dex. Enfin, 
nous   avons   montré   que   l’induction   de   GILZ   est  
impliquée   dans   la   régulation   de   l’expression   de   Bim  
dans le MM. 
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Myélome multiple, Dexamethasone, Récepteur aux 
glucocorticoïdes, GILZ, Bim, MAF, Glucocorticoïde 
 

 

Abstract 
 

Multiple myeloma (MM) is an incurable plasma 
cell tumor, despite major therapeutic advances. This 
disorder includes several categories of patients with 
high prognostic impact based on the main genetic 
defects. Dexamethasone (Dex) is the most widely used 
glucocorticoid in the treatment of MM. However, in 
monotherapy, only half of patients respond to Dex. 

Using our large collection of MM cell lines, 
representative of the heterogeneity found in patients, we 
demonstrated that Dex-induced apoptosis in MM cell 
lines is restricted to t(4;14) (MMSET) and t(14;16) 
(MAF) molecular subgroups associated with poor 
prognosis, while the t(11;14) (CCND1) subgroup with 
neutral prognosis is resistant. This heterogeneity of Dex 
response is confirmed in vivo using a mice model of 
subcutaneous tumor.  

To understand this heterogeneity of response, 
we searched the molecular mechanisms of Dex-
sensitivity. We demonstrated that the glucocorticoid 
receptor (GR) expression is a limiting factor of the Dex 
response which is correlated with the expression of 
MAF oncogene. We also showed that the protein GILZ 
(Glucocorticoid-induced leucine zipper) is induced by 
Dex in MM and that this induction is mainly dependent 
on the level of GR expression. Then, we showed that 
GILZ and Bim are necessary for Dex-induced cell death. 
Finally, we showed that GILZ induction is involved in the 
regulation of Bim expression in MM. 
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