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Introduction 

p53  

Une famille structurée  

A compter de la découverte de p53 à la fin des années 70 (Lane and Crawford, 1979; 

Linzer and Levine, 1979), des efforts biologiques majeurs se sont déployés pour 

comprendre la structure et les mécanismes de cette protéine complexe, aux multiples 

facettes et indispensable à la majorité des processus cellulaires.  

Le gène TP53 est situé en 17p13.1, il compte 11 exons (dont le 1er est non-codant),  

deux promoteurs (un proximal P1 et un interne P2 dans l’exon 4). A cette diversité de 

promoteurs s’ajoute une diversité d’initiation de la traduction, chaque promoteur 

comptant deux codons d’initiation (ATG1, ATG40, ATG133 et ATG160). La protéine 

p53 «canonique » (pleine longueur, TA-p53) compte 393 acides aminés (AA) et est 

divisée en plusieurs régions fonctionnelles, Figure 1.  

La portion amino-terminale (N-terminal) contient deux domaines de transactivation 

(TAD1-2, AA : 1->42 et 43->63), le site de fixation de Mdm2 (Murine Double Minute 2, 

la ligase E3 la mieux décrite de p53), est localisé sur le TAD1. Ces TAD sont 

nécessaires à la fonction transcriptionnelle de p53, les expérimentations cellulaires et 

animales ont mis en évidence que ces deux domaines possédaient des spectres 

transcriptionnels différents. Les TAD sont également sujets à de nombreuses 

modifications post-traductionnelles, en particulier des phosphorylations (Brady et al., 

2011; Raj and Attardi, 2017). Les TAD sont suivis d’une région riche en proline, 

assurant des fonctions essentielles de réponses aux dommages à l’ADN(AA : 64-90) 

et qui assurent la séparation avec le domaine de liaison à l’ADN (DNA Binding Domain, 

DBD)(Baptiste et al., 2002). Le DBD représente la plus grande portion de la protéine, 

regroupant 4 exons (AA : 91 :292), peu de résidus sont la cible de modifications post-

traductionnelles alors que 90% des mutants des cancers humains s’y concentrent 

(p53.iarc.fr, R=18)(Leroy et al., 2014; Pavletich et al., 1993).  
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Figure 1. Structure des protéines de la famille p53. A : Domaines 
fonctionnels de p53/p63 et p73. En % les degrés d’homologie de séquence. 
B : visualisation tridimensionnelle du tétramère p53 interagissant avec une 
séquence d’ADN. Au niveau des TAD, le domaine Taz-2 de p300 est figuré 
en magenta.  TAD : Transactivation Domain, PR : Prolin-Rich Domain, 
TET : Tetramerization Domain, CTD : C-terminal Domain, SAM : Sterile 
Alpha Motif.  Adapté de Joerger et al. et Dötsch et al. (Dötsch et al., 2010; 
Joerger and Fersht, 2010; Joerger et al., 2014). 
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Le DBD contient les boucles d’interaction avec l’ADN, qui sont elles-mêmes 

constituées des résidus les plus fréquemment mutés. Le domaine d’oligomérisation 

est constitué de structures secondaires (feuillets β et une hélice α) (AA : 325-355), qui 

permettent l’association en homodimères puis en dimères de dimères (tétramères). Ce 

domaine est particulièrement discordant avec ses homologues p63/p73, ces derniers 

possédant une hélice α de stabilisation supplémentaire(Joerger et al., 2009, 2014). Le 

signal de localisation nucléaire (NLS) est inclus dans la partie C-terminale de p53 (AA : 

355-393), cette région hautement flexible est soumise à de nombreuses modifications 

post-traductionnelles, en particulier elle porte la majeure partie des résidus acétylés 

ou ubiquitinylés. Cette extrémité a été initialement décrite comme un répresseur de 

l’activité transcriptionnelle de p53, cependant les travaux de ces 15 dernières années 

ont démontré que cette « queue » c-terminale facilite la transcription p53-médiée (en 

particulier sur les sites de réponse à p53 non-canoniques) et également les 

interactions protéines-protéines grâce sa plasticité conformationnelle(Chuikov et al., 

2004; Laptenko et al., 2015; Rustandi et al., 2000; Sullivan et al., 2018; Tong et al., 

2015).  

Cet intégrateur cellulaire majeur n’est pas apparu dans le règne du vivant ex-nihilo, 

comme en témoignent les études phylogéniques. En 1997 et 1998, Kagahd et Yang 

découvrent des protéines homologues à p53 : p73 et p63(Kaghad et al., 1997; Yang 

et al., 1998), dont les études structurelles et fonctionnelles révèleront qu’elles 

possèdent une forte homologie, mais une biologie distincte. En effet, si p63 et p73 

partagent certaines des activités de p53, telles la transcription de gènes intervenant 

dans le cycle cellulaire, elles sont également pourvues d’activités propres en particulier 

lors du développement embryonnaire et de la différentiation cellulaire(Dötsch et al., 

2010). P63 est un acteur rôle majeur du développement des epithelia tandis que p73 

est dévolu au développement neurologique(Yang et al., 1999, 2000). La forme 

ancestrale commune semble être proche de TP63 et TP73, tandis que l’acquisition des 

promoteurs internes et finalement TP53 sont plus récentes dans l’évolution (groupe 

des chordés). L’évolution se serait faite par duplications géniques permettant la 

conservation d’homologie des grands domaines protéiques(Belyi et al., 2010; Soussi 

et al., 1987, 1990).  

La diversité de la famille p53 ne s’arrête pas à ses membres, en effet, de nombreuses 

isoformes (12 pour p53) ont été détectées pour les trois membres p53, p63 et p73. 
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Ces isoformes procèdent de trois mécanismes principaux, Figure 2(Arai et al., 1986; 

Flaman et al., 1996; Matlashewski et al., 1987; Surget et al., 2013). Les isoformes 

modifiant la portion N-terminale (appelées ΔN) utilisent un promoteur alternatif P2 et 

des codons d’initiation de la traduction en 40 et 160. Ces formes Δ (Δ40p53-, Δ133p53-

, et Δ160p53-) sont plus courtes. La forme Δ40p53- n’a pas de TAD1 et exerce un effet 

dominant négatif sur TA-p53(Courtois et al., 2002). La forme Δ133p53- peut être 

directement transactivée par p53/p63 et p73(Aoubala et al., 2011; Marcel et al., 2012) 

et pourrait modifier le programme transcriptionnel de p53. L’épissage alternatif de 

l’intron 9 est à l’origine des isoformes intéressant la partie C-terminale (appelées -

p53α, -p53β ; -p53γ). L’épissage entier de l’intron est responsable de la forme 

canonique α, tandis que d’autres schémas avec rétention partielle de l’intron 9 sont à 

l’origine d’un raccourcissement de la protéine p53, par transcription d’un codon stop 

(formes β et γ). D’un point de vue clinique, la découverte la plus intéressante reste la 

description par l’équipe de Bourdon, d’un impact de la forme γ dans le cancer du sein. 

Certaines patientes TP53mut présentaient une sur-expression des isoformes γ, 

l’expression de cette isoforme s’associant à un aussi bon pronostic que les patients 

avec deux allèles sauvages de TP53(Bourdon et al., 2011).  

Figure 2. Isoformes de p53. D’après Surget et al. 2013(Surget et al., 2013) 

 

Ainsi, de nombreux mutants de TP53 sont susceptibles d’intervenir dans des régions 

non-codantes du gène et de modifier les expressions des isoforme. Le groupe de DAS 
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a par exemple illustré comment un mutant silencieux dans la zone d’entrée du 

ribosome peut modifier la traduction de l’ARNm et la quantité relative 

d’isoformes(Grover et al., 2011; Ray et al., 2006).  

Activation - Régulation 

L’intégration de signaux cellulaires différents est en majeure partie réalisée par les 

régulateurs post-traductionnels de p53, Figure 3(Meek and Anderson, 2009; Vousden 

and Prives, 2009). En effet, alors que les effets de p53 sont principalement 

transcriptionnels, sa propre modulation transcriptionnelle n’est pas au premier plan. 

Brièvement, d’un point de vue transcriptionnel, les principaux mécanismes de sa 

régulation sont la méthylation de son promoteur, la fixation de facteurs de transcription 

ubiquitaires tels cMyc/Max, NFκB, ou p53 lui-même ou l’organisation de la 

chromatine(Agirre et al., 2003; Pogribny et al., 2000; Saldaña-Meyer and Recillas-

Targa, 2011; Saldaña-Meyer et al., 2014).  

 

 

Figure 3. Intégration des stimuli cellulaires par p53. Selon Levine et 
Oren.(Levine and Oren, 2009)  
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En absence de stress aigu, le niveau d’expression de la protéine p53 est faible, 

principalement par dégradation par le protéasome(Lazo, 2017). En effet, Mdm2 (gène 

HDM2) ubiquitinyle des résidus lysines (K370, K372, K373, K381, K382, et K386) de 

p53, promouvant l’exportation de ce dernier hors du noyau (mono-ubiquitinylation) 

et/ou sa dégradation via la sous-unité 26S du protéasome (poly-ubiquitinylation). La 

transcription d’HDM2 est sous la dépendance de p53 lui-même, à l’origine d’une 

boucle de rétrocontrôle négatif. D’autres ubiquitines-ligases de p53 sont décrites, telles 

Pirh2, COP1, CHIP, ARF-BP1, E6-AP, TOPORS, TRIM24 et MKRN1, qui contribuent 

à l’ubiquitinylation de p53, Figure 4. 

L’activité biologique de p53 passe par sa stabilisation et donc par l’inhibition de ces 

processus de dégradation(Moll and Petrenko, 2003). Les mécanismes de modulation 

de l’ubiquitinylation sont nombreux, en effet, les résidus concernés par l’ajout 

d’ubiquitine en C-terminal sont en compétition avec l’acétylation médiée par p300. De 

même, les résidus (Sérine/Thréonine) en N-terminal de p53 peuvent être phosphorylés  

(en particulier la Tyrosine 18), et empêcher l’interaction entre MDM2 et p53, favorisant 

l’interaction p300-p53 et conduisant à une augmentation de la demi-vie de p53(Schon 

et al., 2002; Teufel et al., 2009). Ces processus de phosphorylation sont les principaux 

acteurs de l’activation de p53 dans la signalisation des dommages à l’ADN par la 

cascade des kinases ATM-dépendantes (ATM, ATR, Chk1, Chk2). D’autres voies de 

signalisation intracellulaire modifient les phosphorylations de p53 et donc sa stabilité, 

Figure 4 (AMPK, mTOR, MAPK)(Meek and Anderson, 2009).  
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Figure 4. Modififcations post-traductionnelles de p53. D’après Meek et 
Anderson, CSH Perspectives in Biology 2009 

 

La régulation de l’ubiquitinylation de p53 est également médiée par d’autres acteurs, 

tel Mdm4 qui est indispensable à l’activité de Mdm2, ou au contraire p14ARF  qui 

empêche l’interaction p53-MdM2(Kruse and Gu, 2009; Shvarts et al., 1997). Ce 

processus d’ubiquitinylation est dynamique, ainsi des USP7 et USP10 permettent la 

dé-ubiquitinylation de p53 (+/- Mdm2)(Brooks et al., 2007; Chen et al., 2005a; Sherr, 

2006; Yuan et al., 2010).  

En plus de modifier la stabilité de p53, de nombreuses modifications post-

traductionnelles modifient l’affinité de p53 pour ses cibles, l’immensité des 

combinaisons entre les modifications et les phénomènes biologiques qui en découlent 

commence à être entraperçue et la sélectivité/le choix du programme transcriptionnel 

est pour l’instant assez mal comprise. Les stress peu intenses sont associés à une 

réponse orientée vers l’arrêt du cycle, alors que les stress génotoxiques sévères 

orientent la cellule vers une mort cellulaire programmée, l’apoptose. Un des acteurs 

qui a été étudié dans la modulation de la réponse est la modification de la lysine K120. 
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L’acétylation de cette dernière privilégie la localisation de p53K120-Ac sur les promoteurs 

de gènes pro-apoptotiques plutôt que d’arrêt du cycle, ainsi que la localisation 

mitochondriale de p53, abrogeant les capacités pro-apoptotiques de p53 sans modifier 

son rôle d’arrêt du cycle(Sykes et al., 2009). De nombreuses autres modifications post-

traductionnelles (SUMOylation, neddylation, méthylation) interviennent, et 

coopèrent(Dai and Gu, 2010; Meek and Anderson, 2009). Ces modifications post-

traductionnelles peuvent intervenir très rapidement, dès la sortie de p53 du polysome 

(Gajjar et al., 2012).  

Pour finir, une boucle de régulation insoupçonnée a été publiée en 2016 par l’équipe 

de Toledo à partir de constructions d’isoformes murins de p53Δ31/Δ31. Cette équipe a 

mis en évidence que l’activation de p53, permettrait la répression transcriptionnelle de 

gènes de la famille Fanconi (via l’axe p21/E2F4-DREAM [DP, RB-like, E2F4 et MuvB]) 

En effet, des motifs CDE/CHR (cell cycle-dependent element/ cell cycle genes 

homology region) sont retrouvés en amont des gènes des phases G2/M du cycle 

cellulaire et de la voie de Fanconi(Engeland, 2018; Fischer et al., 2016; Jaber et al., 

2016). Ainsi, la surexpression de p53 serait à l’origine d’une boucle positive de 

régulation par réduction de l’efficacité de la voie Fanconi, d’une accumulation de 

dommages à l’ADN et l’activation de p53, un mécanisme non confirmé et 

paradoxal(Jaber et al., 2016).  

Les micro-ARN (miRNA) sont un mode de régulation post-transcriptionnelle majeur 

des acteurs de la voie p53, par interférence ARN(Hermeking, 2012). Ces mRNA sont 

de courtes séquences d’ARN (20-25nt) qui possèdent une séquence complémentaire 

de certaines régions 3’ non traduites d’ARNm. Les molécules d’ARN double brins 

formés par complémentarité de séquence sont clivées (ou la traduction de l’ARNm 

cible inhibée) au sein des complexes RISC (RNA-induced silencing complex). P53 a 

une action transcriptionnelle directe sur de nombreux miRNA (miR-34a, miR-200, miR-

15/16 et miR-192/194/215) mais également sur les enzymes qui permettent la 

maturation des pré-miRNA (DROSHA et DICER1 [via p63])(Su et al., 2010; Suzuki et 

al., 2009). Les principaux miRNA sous la dépendance de p53 et agissant sur les 

acteurs du cycle cellulaire et le réseau p53 sont figurés dans la figure 5.  
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Figure 5. Modulations cibles des miRNA induits par p53. D’après Hermeking 
et al., 2012 

 

Rôles biologiques : la duplicité d’un gardien ? 

Le rôle biologique de p53, et en particulier sa caractérisation de gène suppresseur de 

tumeur a été débattue dès sa découverte. En effet, au cours des 10 premières années 

de recherche, des données apparemment contradictoires se sont accumulées sur 

cette protéine de 53(-54)kDa qui était stabilisée dans les cellules transformées par le 

virus simiesque 40 (SV40) et retrouvée « associée » à une protéine virale (l’antigène 

T)(Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979). Les descriptions fonctionnelles 

initiales de p53 suggéraient des propriétés pro-tumorales, en particulier de coopération 

avec d’autres oncogènes connus comme Ras, et une accumulation, à l’origine de 

transformations cellulaires(Parada et al., 1984). Cependant, au sein de ces cellules 
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transformées, des clones ont émergé, qui avaient rétro-intégré des segments de 

génomes viraux au sein des loci de TP53, invalidant l’expression de ce dernier, une 

caractéristique plutôt retrouvée dans les gènes suppresseurs de tumeurs(Ben David 

et al., 1988). Finalement, plusieurs groupes ont réévalué le paradigme: au sein des 

tumeurs, le locus de TP53 est très souvent le siège d’une perte d’hétérozygotie (avec 

délétion d’un bras 17p13 et mutation de l’allèle restant) et seuls des mutants de TP53 

sont tumorogènes(Baker et al., 1989; Hinds et al., 1989; Mowat et al., 1985). La 

démonstration inverse, p53 « suppresseur de tumeur » sera apportée par la 

transfection et la surexpression de cDNA de TP53sauvage dans des lignées 

transformées(Eliyahu et al., 1989; Finlay et al., 1989; Haber and Harlow, 1997). Il est 

intéressant de noter d’un point de vue épistémologique, qu’un des articles effectuait la 

révolution copernicienne sans complètement l’assumer : « The p53 proto-oncogene 

can act as a suppressor of transformation » ; à moins que les reviewers n’aient pas 

été prêts à ce changement de paradigme. D’un défaut de connaissance de la 

séquence « sauvage » de TP53, ces errements initiaux mettaient en avant certains 

des rôles maintenant reconnus des mutants de p53 dans la tumorogenèse.  

p53, l’intégrateur de signaux, le « master-switch » cellulaire 

Comme suggéré par sa très grande stabilité au cours de l’évolution et sa dérégulation 

fréquente lors des processus tumoraux, p53 est un gène majeur du destin cellulaire. 

Les fonctions de p53 sont dominées par l’inhibition du cycle cellulaire, l’induction 

d’apoptose ou de la senescence et la réparation de l’ADN, des fonctions qui 

concourent à la suppression tumorale(Lane, 1992; Vousden and Prives, 2009). 

D’autres fonctions, telles l’orientation métabolique (principalement par la modulation 

de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative(Puzio-Kuter, 2011)) ou l’autophagie 

son également rentrées dans le spectre des acteurs d’aval de p53(Bieging et al., 2014; 

Morselli et al., 2008).  

Les effets biologiques de p53 résultent en majeure partie de son rôle de facteur de 

transcription. Les séquences de réponse à p53 (p53RE) présentent un motif de type 

RRRCWWGYYY (N) RRRCWWGYYY (R = A/G , W = A/T , Y = C/T ,  

N = 0 à 13 nucléotides) , Figure 6. La séquence de ces p53RE semble être un 

déterminant majeur d’activation du programme transcriptionnel de p53, et 

singulièrement mieux conservé au cours de l’évolution (et moins dépendant de 

facteurs auxiliaires potentiellement type-cellulaire dépendants) que celui d’autres 
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facteurs de transcription (e.g. MAX, SRF, JUND, CEBPB, …)(Andrysik et al., 2017; 

Sullivan et al., 2018).  

 

Figure 6. p53-Response Element. D’après Andrysik et al & Wang et 
al.(Andrysik et al., 2017; Wang et al., 2009) 

Dans une étude combinant de nombreuses techniques de génomique à haut débit 

(ChIP-seq p53, RNA-seq des ARN en cours de transcription [GRO-SEQ], RNA-seq 

des ARN totaux et associés aux polysomes, et criblage shRNA), l’équipe d’Espinosa 

a retrouvé le programme transcriptionnel connu, mais surtout confirmé le caractère 

non-remplaçable de l’activité de p53. C’est-à-dire, aucun gène cible ne récapitule son 

effet biologique pour la suppression tumorale, aucune anomalie isolée par shRNA n’a 

conféré d’avantage en survie à la Nutlin-3a (inhibiteur de Mdm2), en dehors de 

l’émergence de mutants TP53(Andrysik et al., 2017), des résultats déjà observés dans 

un modèle murin p21-/Puma- et Noxa-(Valente et al., 2013). Ce programme 

transcriptionnel est résumé dans la Figure 7. 

 

Figure 7. Programme transcriptionnel de p53. D’après Bieging, 2014. 
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Sa fonction anti-tumorale transcriptionnelle repose principalement sur la modération 

du cycle cellulaire (via CDKN1A), l’induction d’apoptose (BAX, BBC3, FAS), ou la 

promotion des réparations de l’ADN (DDB2, XPC). Par ailleurs, en plus de la 

suppression tumorale, p53 présente également des fonctions qui préviennent la 

progression tumorale, en particulier en limitant la survenue de dommages à l’ADN et 

le stress réplicatif (via Mdm2 et les Polycomb Repressor Complex, qui limitent le 

déraillement de la fourche de réplication lors de la phase S)(Klusmann et al., 2016; 

Wienken et al., 2017). Cette protection des dommages est en contradiction avec l’axe 

p53-Fanconi développé par l’équipe de Toledo(Jaber et al., 2016). La protéine p53 

influe également sur la méthylation du génome humain. Le séquençage du génome 

humain a révélé, de façon inattendue par son ampleur, de très nombreuses séquences 

répétées dispersées plus ou moins longues (SINEs, LINEs) qui ont la capacité à se 

propager au sein du génome (rétro-transposons)(Smit, 1999). De même, les régions 

péri-centromériques et centromériques sont constituées de séquences d’ADN 

répétées en tandem (« ADN satellite »), non codant. Le groupe de Gudkov a démontré 

récemment que p53 maintient une pression de méthylation sur ces régions d’ADN 

« déchet », et que les cellules défectives pour p53 présentaient une plus forte 

sensibilité aux agents hypométhylants(Leonova et al., 2018, 2013; Nieto et al., 2004; 

Roulois et al., 2015; Welch et al., 2016). La finalité biologique évoquée par les auteurs 

serait de prévenir la mobilité des rétro-transposons, qui est un processus majeur de 

mutagenèse(Amariglio and Rechavi, 1993). De plus, la transcription de ces séquences 

d’ARN répétées en tandem, ou de rétro-transposons, conduit à la formation de 

molécules d’ARN double-brin, à l’origine d’une réponse interféron cytotoxique (solution 

de « back-up » p53 indépendante, en cas de transcription de régions normalement 

sous silence). Ces résultats font partie des hypothèses expliquant la constatation d’une 

plus forte instabilité chromosomique et d’un plus grand nombre de mutants dans les 

tumeurs p53 mutées et la dérégulation très fréquente de la voie interféron dans le 

cancer(Borden et al., 2007). Un autre mécanisme, également p53-médié, de contrôle 

de l’expansion des rétro-transposons a également été décrit, renforçant l’idée du rôle 

biologique de p53 comme protecteur du génome contre ces agressions(Wylie et al., 

2016).  
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L’activité biologique de p53 passe également par les interactions protéine-protéine, en 

particulier nucléaires (facteurs de transcription, p63, p73, 53-BP1). A ce jour, plus de 

1050 interactions ont été répertoriées par le site UniProt 

(http://www.uniprot.org/uniprot/P04637), dont des modélisations in-silico prédites. Si le 

rôle nucléaire des interactions interprotéiques de p53 est bien décrit, des interactions 

directes avec des protéines cytoplasmiques, entre autres lors de l’apoptose (Bax) ont 

été décrites(Green and Kroemer, 2009; Moll et al., 2005).  

Anomalies de p53 : plus qu’une simple perte de fonction 

Les patients présentant un syndrome de Li-Fraumeni sont des porteurs germinaux de 

mutants de TP53 (hétérozygotes) et présentent un développement accru  de 

néoplasies multiples(Malkin et al., 1990). Des mutations ponctuelles peuvent donc 

invalider la fonction suppressive de tumeurs de p53.  

 

Figure 8. Principaux mutants retrouvés au sein des cancers. Glioblastome 

Multiforme (GBM), Leucémie Aigue Myéloblastique/Lymphoblastique 

(LAML), carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou (HNSC), 

adénocarcinome pulmonaire (LUAD), carcinome épidermoïde pulmonaire 

(LUSC), carcinome mammaire (BRCA), carcinome rénal à cellules claires 

(KIRC), carcinome ovarien (OV), carcinome urothélial de vessie (BLCA), 

carcinome utérin (UCEC), adénocarcinome colique/rectal (COAD/READ) 
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D’après Soussi et al. et Kandoth et al. (Kandoth et al., 2013; Soussi and 

Wiman, 2015). 

Les mutations de TP53 affectent plus de 50% des cancers au diagnostic, mais il existe 

une forte hétérogénéité entre les différentes histologies, Figure 8 (Soussi and Wiman, 

2015). Six codons, (« hot-spots » : R175, G245, R248, R249, R273, et R282) 

concentrent plus de 25% des anomalies dont 73% de mutants faux-sens ((Leroy et al., 

2014),p53.iarc.fr, Révision=18). Ces résidus sont principalement situés dans les 

boucles en contact avec l’ADN (L1, L2, L3 et Loop-Sheet-Helix)(Joerger and Fersht, 

2010). Les autres anomalies de séquences sont principalement des décalages du 

cadre de lecture (9%), des non-sens (8%) ou des mutants des zones d’épissage. De 

façon paradoxale, cette très forte représentation de mutants ponctuels faux-sens 

classerait TP53 dans les « oncogènes », selon la classification ‘ratiometrique’ de 

Volgestein(Vogelstein et al., 2013).  

La présence des mutants de TP53, qu’ils soient « contact » (touchant la zone du DBD 

et modifiant la reconnaissance des p53RE [en particulier les résidus Arg248, Arg273, 

et Arg280]) ou « conformationnels » (altérant la structure tridimensionnelle de p53) 

modifient ses capacités transcriptionnelles sur ses cibles classiques(Kato et al., 2003). 

Si 6 codons concentrent 25% des mutants, il reste 75% des patients avec des 

mutations s’échelonnant dans tout le DBD, pour lesquels les caractérisations 

fonctionnelles sont moins évidentes. Par ailleurs, et contrairement à ce qui est constaté 

pour d’autres gènes suppresseurs de tumeurs (BRCA1, RB1, ATM…)  la persistance 

d’un allèle sauve de TP53 et la constitution d’une hétérozygotie TP53Mut/sauvage est 

associée à une dominance négative : l’hétéro-tétramérisation de protéines p53mut et  

p53sauvage s’associe à la perte de fonction des protéines p53sauvage(Chan et al., 2004; 

Kern et al., 1992). Cependant, l’allèle sauvage continue possiblement d’exercer une 

fonction biologique, puisque dans la majorité des situations, la mutation de TP53 est 

isolée par perte de l’allèle non-muté(Baker et al., 1989; Lodé et al., 2010). Une 

explication alternative serait que la délétion du locus concerne un autre gène dont la 

fonction biologique est non-caractérisée à ce jour(Liu et al., 2016).  

La perte du programme transcriptionnel de p53 n’est pas la seule conséquence des 

mutants de TP53, c-à-d les conséquences biologiques diffèrent entre la perte totale de 

TP53 et la mutation de TP53, traduisant un gain de fonction (GOF) du mutant. Les 
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modèles murins ont eu un apport déterminant dans cette démonstration. En effet, les 

histologies, les temps de survenue et l’invasivité des tumeurs spontanées diffèrent 

entre les souris TP53KO (principalement des lymphomes T et des sarcomes) et les 

TP53mut (phénotype de Li-Fraumeni avec un spectre tumoral beaucoup plus large, dont 

les carcinomes)(Donehower et al., 1992; Lang et al., 2004; Olive et al., 2004). Les 

différents mutants TP53 démontrent également, dans la souris, des spectres tumoraux 

différents. Ces données se confirment chez les patients Li-Fraumeni : les patients 

porteurs d’un p53KO ou non-sens ont une durée moyenne de survenue de néoplasies 

presque deux fois plus longue que des patients porteurs de TP53Mut (R248Q), bien 

que des différences phénotypiques existent également entre variants(Hanel et al., 

2013; Xu et al., 2014). Cette caractéristique du GOF et de la dominance négative de 

p53 se retrouve également au travers de son spectre mutationnel, majoritairement 

composé de faux-sens, tandis que de nombreux autres gènes suppresseurs de 

tumeurs présentent des anomalies abrogeant toute expression et/ou fonction (Cox et 

al., 2005; Petitjean et al., 2007; Soussi and Wiman, 2015). Une des caractéristiques 

des mutants p53 faux-sens est la forte accumulation de protéines p53 dans le noyau 

de la cellule, renforçant la dominance négative et pouvant possiblement permettre des 

réponses moins spécifiques à p53mut. La baisse du niveau d’expression de Mdm2 (par 

interruption de la boucle de rétrocontrôle) n’est pas la seule explication à cette 

stabilisation de p53mut. Le groupe de Moll a apporté une réponse à la question : les 

mutants de p53 forment des complexes avec Mdm2, CHIP (une autre E3 ligase de 

p53) et deux Heat-Shock-Proteins (HSP70/90). Ce complexe abolit les activités E3 

ligase de Mdm2 et CHIP, empêchant totalement l’ubiquitinylation de p53 et sa 

stabilisation(Li et al., 2011). De façon surprenante, les résidus en N- et C-terminal de 

p53 sont très peu sujets aux mutations somatiques. Cette absence de mutants 

interroge : leur impact pro-tumoral est-il faible ? ou ne sont sélectionnés que des 

mutants p53 aux extrémités « fonctionnelles », permettant l’expression du GOF?  

Les mécanismes des GOF de p53 sont résumés dans une revue de Muller(Muller and 

Vousden, 2013). P53 peut se lier à des facteurs de transcriptions et moduler leur 

fonction via le recrutement de cofacteurs supplémentaires(Girardini et al., 2011; Liu et 

al., 2011; Strano et al., 2002). Ce mécanisme est bien décrit suite à des dommages à 

l’ADN par un inhibiteur de topoisomérase : la présence d’un mutant p53 est à l’origine 

du recrutement anormal d’une acétyl-transférase (p300) plutôt que d’une déacétylsae 
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(HDAC1) avec NF-Y sur les promoteurs cibles de ce dernier, à l’origine d’une sur-

expression de gènes du cycle cellulaire (Di Agostino et al., 2006; Liu et al., 2011; 

Walerych et al., 2016). Le processus inverse peut également être constaté avec une 

diminution d’expression. Les partenaires de TP53Mut semblent être mutant dépendant 

(certains mutants partageant plusieurs facteurs de transcription « cibles »), par 

exemple : Yap-1, NF-Y, p73, ou Nrf2(Kim and Lozano, 2018). Par exemple, plusieurs 

expérimentations de Chip-on-Chip ont permis d’identifier des partenaires privilégiés de 

TP53R175H, qui semblent communs au cancer du sein et du poumon (lignées SKBr3 et 

H1299)(Dell’Orso et al., 2011; Stambolsky et al., 2010). P53mut, comme p53sauvage peut 

également agir de façon non-transcriptionnelle sur les protéines et enzymes 

cellulaires, et voir ses interactions modifiées, par exemple avec l’AMPK (cyclase AMP-

dépendante)(Zhou et al., 2014). Un dernier mécanisme, de moins en moins évoqué 

dans la littérature serait la reconnaissance de motifs d’ADN de type p53mut-RE, 

cependant, ces zones spécifiques des résidus mutés de p53 (non reconnus de 

p53sauvage) n’ont pas été caractérisées. L’hypothèse d’une activation non-liée à une 

séquence spécifique mais à une conformation protéique est possible, par exemple 

dans les zones d’arrimage de l’ADN à la matrice nucléaire(Göhler et al., 2002; Will et 

al., 1998). 

Le spectre des inactivations de p53 est dépendant des types tumoraux et des tissus 

d’origine. En effet, les inactivations directes de p53 dans les carcinomes (des epithelia 

sécréteurs ou non) touchent en majorité TP53 par mutation (entre 20% et 43% des 

cas, p53.iarc.fr, Révision 18), tandis que les sarcomes, rétinoblastomes et mélanomes 

inactivent très fréquemment les acteurs de régulation de p53 : Mdm2, Mdm4 ou 

HAUSP(Barretina et al., 2010; Gembarska et al., 2012; Laurie et al., 2006), enfin 

d’autres « panachent » les anomalies. Un sous-type histologique très particulier, les 

carcinomes épidermoïdes associés au papillomavirus humain (HPV16/18), expriment 

des protéines virales (E6-E7) capables d’inactiver directement p53(Thomas et al., 

1999). Enfin, au sein des types tumoraux, certaines mutations et signatures 

mutationnelles sont enrichies par rapport aux autres types tumoraux, en particulier par 

l’exposition aux mutagènes environnementaux (les rayonnements ultra-violets dans 

les carcinomes cutanés, le benzo(a)pyrene dans l’adénocarcinome pulmonaire du 

patient fumeur, etc…)(Denissenko et al., 1996; Giglia-Mari and Sarasin, 2003; Pfeifer 

et al., 2002).  
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Le Myélome Multiple 
Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne B mature, caractérisée par la 

prolifération tumorale de plasmocytes(Swerdlow et al., 2016). Avec plus de 4500 cas 

par an, le MM est une des hémopathies malignes les plus fréquentes en France (14%, 

INVS 2012). L’incidence est de 6.3 (/100000) pour les femmes européennes et 4.4 

pour les hommes européens avec un âge médian au diagnostic de 75 et 72 ans, pour 

les femmes et les hommes, respectivement, Figure 9 (INVS 2012).  

 

Figure 9 : Incidence par âge en 2012 - Myélome multiple & plasmocytome 

 

Le MM fait partie du spectre des néoplasies à cellules plasmocytaires, qui présente 

comme autres entités la gammapathie monoclonale de significativité indéterminée IG-

G/-A (GMSI, ou MGUS), la leucémie plasmocytaire (primaire ou secondaire), le 

plasmocytome (osseux) solitaire, le plasmocytome extra-osseux, le POEMS, l’amylose 

AL et la maladie des dépôts de chaines d’immunoglobulines(Swerdlow et al., 2016). 
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Stratification  

Les critères diagnostiques des MGUS et du myélome multiple ont évolué au cours de 

ces 20 dernières années, afin de mieux définir les différentes pathologies et leur prise 

en charge.  

La MGUS est définie par une plasmocytose médullaire inférieure à 10%, un pic 

monoclonal d’immunoglobuline inférieur à 30g/L et l’absence de signes cliniques 

d’atteinte d’organe du myélome (critères CRAB définis plus bas).  

Le myélome multiple symptomatique est défini par la présence d’une plasmocytose 

médullaire supérieure à 10% et la présence d’au moins un critère d’atteinte 

d’organe(Kyle and Rajkumar, 2009) définissant les critères C(alcemia) R(enal 

impairment) A(nemia) B(one lesion) : une hypercalcémie (>2.75mM), une insuffisance 

rénale (clairance de la créatinine <40mL/min), une anémie (<10g/dL, ou -2g/dL par 

rapport à la norme inférieure du laboratoire) et/ou au moins une lésion osseuse 

ostéolytique (ou un plasmocytome).  

Depuis 2003, un consensus a dessiné les contours d’une catégorie intermédiaire entre 

myélome et MGUS, le myélome indolent (SMM): plasmocytose >10%, pic 

d’immunoglobulines >30g/L, protéinurie de chaînes légères libres significative 

(>0.5g/24H) et absence de critères CRAB(Durie et al., 2003; Kyle and Greipp, 1980).  

Ces critères diagnostiques ont été révisés par l’International Myeloma Working Group 

(IWMG) en 2014(Rajkumar et al., 2014). Cette modification visait à identifier des 

patients asymptomatiques porteurs de SMM et à haut risque de progression clinique, 

sous la forme d’évènements potentiellement mortels (hypercalcémie) ou à forte 

morbidité (insuffisance rénale, fractures, compressions médullaires, etc…). Bien 

qu’adoptés, ces critères sont issus de cohortes rétrospectives parfois restreintes, 

générées de façon hétérogène, au sein de différents groupes coopérateurs(Hillengass 

et al., 2010; Kastritis et al., 2014; Larsen et al., 2013; Rajkumar et al., 2011). Ces SMM 

à « haut risque de progression » (80% d’évènement CRAB dans les 2 ans) présentent 

des Myeloma Defining Events (MDE) : une plasmocytose médullaire >60%, un 

déséquilibre de chaîne légère supérieur à 100 et plus d’une lésion focale détectée à 

l’IRM. Cependant, les consensus fluctuent entre groupes coopérateurs et de nouveaux 

critères apparaissent ou se raffinent(Wu et al., 2018). L’incidence exacte des SMM de 

haut risque n’est pas connue. Il s’agit d’une pathologie asymptomatique et une seule 



23 
 

étude suédoise de registre de MM mettait en évidence un taux de 4.2% au sein des 

MM, probablement sous-évaluée compte-tenu de la non-exhaustivité de 

l’étude(Kristinsson et al., 2013).  

Ainsi, le terme de myélome multiple symptomatique, qui définissait les patients ayant 

besoin d’un traitement a perdu de son sens, puisque tous les MM (avec des critères 

CRAB ou des critères MDE) sont désormais traités.  

Plusieurs formes cliniques se distinguent et sont regroupées dans la table 1.  

Entité Définition Présentation clinique 
Myélome Multiple / 
SMM 

Prolifération plasmocytaire 
intra-médullaire 

Peuvent s’associer à des 
atteintes osseuses focales 

Plasmocytome 
Solitaire 

Localisation osseuse isolée 
sans dissémination ni 
infiltration médullaire  

Seule forme « guérissable » 
à l’heure actuelle 

Plasmocytomes 
osseux multiples 

Plasmocytomes développés 
aux dépends de l’os, en 
continuité de la moelle 
osseuse.  

Tumeurs osseuses (rachis, 
côtes, crane, bassin) 

Formes extra-
médullaires 

Plasmocytomes des tissus 
mous ou infiltration 
plasmocytaire d’un site distant 
de la moelle osseuse. 
Secondaires à une 
dissémination hématogène 

Atteintes des tissus mous 
(peau, foie, reins, 
adénopathies, système 
nerveux central…) ou des 
cavités naturelles (plèvre, 
péritoine). 

Leucémie 
plasmocytaire 
primaire (pPCL) 

Présence dans le sang , au 
diagnostic, de plus de 20% de 
plasmocytes malins (>2.109/L)  

Les atteintes extra-
médullaires sont très 
communes dans les PCL.  

Leucémie 
plasmocytaire 
secondaire (sPCL) 

Présence dans le sang , après 
traitement, de plus de 20% de 
plasmocytes malins (>2.109/L)  

 

Table 1. Formes cliniques des principales proliférations plasmocytaires 
tumorales. D’après Touzeau et al. 2016 

 

Les formes extra-médullaires et les leucémies à plasmocytes, se caractérisent par leur 

capacité à se développer en dehors de la niche tumorale médullaire, et infiltrent le 

sang, les tissus mous (peau, foie, reins, système nerveux central…) ou les cavités 

naturelles (plèvre, péritoine). Ces patients ont une durée de survie extrêmement 

restreinte avec une médiane de 6 à 12 mois, en dépit de l’amélioration des prises en 

charge(Larrea et al., 2013; Touzeau and Moreau, 2016; Usmani et al., 2012). 
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Biologie du myélome 

Le plasmocyte : un sécréteur dans la lymphopoïèse B 

Le plasmocyte est le résultat de la différentiation terminale de la lymphopoïèse B, à 

l’origine de la réponse humorale(Nutt et al., 2015). Bien qu’appartenant au lignage B, 

la morphologie du plasmocyte, son transcriptome et sa localisation le rendent unique 

par sa capacité à sécréter des immunoglobulines(Nutt et al., 2015). Brièvement, les 

réarrangements des loci des chaînes d’immunoglobulines V(D)J permettent 

l’assemblage et l’expression du récepteur cellulaire B (BCR) et la migration des 

précurseurs-B médullaires vers les organes lymphoïdes secondaires. Une voie 

indépendante des lymphocytes T, permet la synthèse rapide d’immunoglobulines de 

faible affinité par des plasmablastes à faible persistance (Martin and Kearney, 2002; 

Oracki Sarah A. et al., 2010). Cependant, la réponse B humorale adaptative a besoin 

de la stimulation antigénique et de l’aide de lymphocytes T pour produire une réponse 

immunitaire prolongée et très affine. Ce double signal entraîne la prolifération des 

lymphocytes B naïfs (lymphoblastes) au sein du centre germinatif nouvellement formé. 

Cette prolifération est associée aux hyper-mutations somatiques des régions 

hypervariables du BCR, et sont le résultat de deux phénomènes conjugués : la 

déamination des cytosines en uracile (par l’Activation-Induced [Cytidine] Deaminase, 

AID) et la réparation de ces modifications de bases. De nombreuses voies concourent 

à cette réparation plus ou moins fidèle et la caractérisation de ce phénomène est 

essentielle à la compréhension de la genèse des translocations récurrentes et de 

l’acquisition de certains mutants du MM, en particulier sur les gènes cibles des 

translocations(Abdouni et al., 2018; Álvarez-Prado et al., 2018; Kumar et al., 2018; 

Nicolas et al., 2018).  

Deux types cellulaires seront générés par compétition d’affinité et après la 

commutation isotypique : les lymphocytes B mémoire  et les plasmocytes, tous deux 

de durée de vie longue et de haute affinité pour l’antigène (Tangye et al., 2013). Les 

plasmocytes se différencient des B mémoire par l’expression de facteurs de 

transcription indispensables à l’acquisition du phénotype sécréteur : la X-box-binding 

protein 1 (X-BP1), l’interferon-regulatory factor 4 (IRF4) et BLIMP1/PRDM1(Basso and 

Dalla-Favera, 2012, 2015; Diehl et al., 2008), une part importante de ces modifications 

d’expression sont sous la dépendance de BCL-6, et en particulier du miR-125b (ciblant 

BLIMP et IRF3)(Gururajan et al., 2010). La localisation médullaire des plasmocytes 



25 
 

sécréteurs est le résultat de la migration des plasmablastes dans le sang, puis du 

homing et de l’ennichement d’une sous-population seulement(Blink et al., 2005; 

Kabashima et al., 2006). Ces plasmocytes médullaires, mettent sous silence leur 

programme de cycle cellulaire en particulier de MYC (cible du programme répresseur 

de PRDM1) et ne prolifèrent plus(Lin et al., 2000, 1997). Les plasmocytes malins sont 

majoritairement porteurs de chaînes d’immunoglobuline commutées (non Ig-D/-M) et 

hyper-mutées, signant leur caractère post-centre germinatif(Bakkus et al., 1992).  

Evènements cytogénétiques 

Le myélome multiple est invariablement précédé par l’apparition du clone MGUS 

(Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009). Ce clone pré-malin (qui peut être détecté 

plus de 8 ans avant le diagnostic de MM) est porteur d’anomalies cytogénétiques 

acquises au cours de la lymphopoïèse B, probablement lors des hyper-mutations 

somatiques et de la commutation isotypique, deux processus qui nécessitent des 

cassures double brins de l’ADN et leurs réparations par recombinaison.   

Evènements cytogénétiques primaires 

Ces évènements oncogéniques primaires (détectés dès le stade MGUS et à l’origine 

probable du développement tumoral) regroupent les hyper-diploïdies (gains de copie 

des chromosomes impairs 3,5,7,9,11,15,19 et 21, n=48-74) et les translocations 

récurrentes(Avet-Loiseau et al., 2002; Fonseca et al., 2002; Morgan et al., 2012). De 

façon intéressante, la quasi-totalité des évènements oncogéniques primaires 

s’accompagne d’une dérégulation (sur-expression) des cyclines D : CCND1, CCND2 

ou CCND3 par des mécanismes directs (produit de translocation, hyperdiploïdie) ou 

indirects (fixation de cMaf sur le promoteur de CCND2(Hurt et al., 2004)), cependant 

sans corrélation directe avec l’index de prolifération cellulaire(Bergsagel et al., 2005).  

- L’hyperdiploïdie (HD) concerne 50% des patients au diagnostic (MGUS, SMM, 

ou MM)(Chng et al., 2011), et est constituée par une trisomie de la majorité des 

chromosomes impairs. Le mécanisme sous-jacent expliquant un gain si 

important de chromosomes serait le recouvrement depuis une catastrophe 

mitotique, comme observé dans la leucémie aigüe lymphoblastique(Debes-

Marun et al., 2003; Onodera et al., 1992). Une dérégulation du point de contrôle 

de l’assemblage du fuseau (spindle assembly checkpoint), à l’origine d’une 

ségrégation asymétrique des chromatides pourrait également expliquer la 
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fréquence de ces trisomies(Chretien et al., 2015; Díaz-Rodríguez et al., 2011; 

Gisselsson et al., 2010). Au-delà de ce regroupement cytogénétique, ce groupe 

de patient est hétérogène. En effet, par analyse transcriptomique, si la 

surexpression des gènes de synthèse protéique et de transcription est 

commune aux HD, plusieurs groupes de pronostics différents sont 

individualisés (IL6, Cycle Cellulaire et NFκB). Les HD peuvent présenter des 

translocations récurrentes, le peu d’échantillons analysés ne permettant 

cependant pas d’établir avec précision la séquence des évènements(Pawlyn et 

al., 2015).  

- Les translocations récurrentes surviennent chez un patient sur deux, et 

juxtapose le promoteur de la chaîne lourde des immunoglobulines (14q32.33) 

à plusieurs partenaires privilégiés (table 2)(Sonneveld et al., 2016).  De façon 

rare (<5%) le promoteur des chaînes légères est utilisé (κ en 2p11.2 et λ en 

22q11.22) 

Evènements génomiques primaires Evènements génomiques secondaires 

Evènement   Gènes (s) Fréquence (%) Evènement   Gènes (s) Fréquence (%) 

Translocation avec 
 promoteur chaînes lourdes     Délétion de bras 

chromosomique ou focale     

  t(4;14) FGFR3/ 
MMSET 15   1p 

CDKN2C 
[1.5%], FAF1, 

 FAM46C 
30 

  t(6;14) CCND3 4   6q   33 

  t(11;14) CCND1 20   8p   25 

  t(14;16) MAF 4   13 RB1, DIS3 44 

  t(14;20) MAFB 1   11q BIRC2/BIRC3 7 

Hyper-Diploïde      14q TRAF3 38 

  

Gains  
chromosomiques 

NA 50 
  16q WWOX, CYLD 35 

3, 5, 7, 9,  
11, 15, 19, 21   17p TP53 7 

    Amplification    

      1q CKS1B, MCL1, 
ILF2 30 
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Table 2. Fréquence des évènements cytogénétiques primaires/secondaires 
(au diagnostic). Adapté de Sonneveld et al. (Sonneveld et al., 2016) 

 

Evènements cytogénétiques secondaires 

Ces évènements cytogénétiques secondaires surviennent au sein des sous-clones et  

selon un processus darwinien favorisant l’émergence du clone porteur sous forme 

d’une maladie active(Avet-Loiseau et al., 2001; Hultcrantz, 2017; Manier et al., 2017; 

Morgan et al., 2012; Walker et al., 2014a). Un évènement précipitant dans cette 

transformation est l’acquisition d’une surexpression de c-Myc, la majorité (67%) des 

MM présente une surexpression des gènes cibles de ce dernier alors que ce 

phénomène est rare au stade MGUS(Chesi et al., 2008; Chng et al., 2011). Les 

mécanismes à l’origine de cette surexpression sont multiples : transcriptionnel, 

génomique (gains de copie et translocations) et stabilisation protéique 

(MAPK)(Carrasco et al., 2006; Sears et al., 2000; Shaffer et al., 2008). En particulier, 

les translocations impliquant MYC s’enrichissent de façon très significative depuis les 

stades MGUS/Indolent (<5%) à MM (15-20%)(Avet-Loiseau et al., 2001; Walker et al., 

2014a, 2015a). Ces dernières impliquent les promoteurs des chaînes 

d’immunoglobulines (chaînes lourde >>> chaînes légères), mais également des 

promoteurs de FAM46C, FOXO3, PRDM1, NSMCE2 et TXNDC5(Affer et al., 2014; 

Walker et al., 2015a). Au sein des évènements cytogénétiques secondaires, la délétion 

du bras court du chromosome 17 (del(17p), occupe une place particulière : rare au 

diagnostic, elle s’enrichit avec les rechutes et est associée à un pronostic 

particulièrement défavorable lorsqu’elle est retrouvée au diagnostic ou acquise(Gertz 

et al., 2005; Herrero et al., 2016; Moreau et al., 2014; Weinhold et al., 2016).  

Evènements mutationnels : plus de voies que de gènes 

Depuis les premiers séquençages de génome entier, il est devenu évident que le MM 

ne présente pas de gène invariablement muté, qui présiderait à l’oncogénèse du 

plasmocyte malin(Chapman et al., 2011). Cependant, plusieurs voies de signalisation 

    Translocations   

     t(8 ;14) MYC 20 
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sont fréquemment mutées au diagnostic, concourant à la survie et à la sélection d’un 

clone tumoral.  

La voie des Mitogen-Associated Protein Kinases(MAPK) 

Cette cascade de kinase intègre la majorité des signaux extracellulaires de croissance 

(Epithelial Growth Factor, Vascular Endothelial Growth Factor, Fibroblastic Growth 

Factor, ….) se liguant aux récepteurs à tyrosines kinases transmembranaires. Les 

mutants de KRAS et NRAS touchent 40% des patients au diagnostic et plus de 50% à 

la rechute, constituant les principaux mutants de la voie MAPK(Walker et al., 2018). 

Ces mutants faux-sens activateurs concernent les codons hot-spots 12, 13 et 61 

(99.2% des mutants des séquences homologues de N-/K- et HRAS recensés), qui 

forment les boucles protéiques (1, 2 et 4). L’augmentation de l’affinité de ces boucles 

pour le nucléotide GTP permet l’activation constitutive de RAS (Prior, Lewis, & Mattos, 

2012). Le MM est la seule hémopathie B mature à présenter une si forte proportion de 

mutants de la voie MAPK (Tessoulin et al., 2017). Ces mutants sont hétérozygotes, 

avec une fréquence allélique d’environ 33%, ces données sont en faveur de 1) leur 

caractère oncogénique et dominant et 2) d’une hétérogénéité intra-tumorale 

importante, potentiellement à l’origine d’un échec de thérapeutiques ciblées(Heuck et 

al., 2016; Walker et al., 2015b). Au cours de l’évolution clonale, les anomalies de cette 

voie MAPK augmentent, bien qu’individuellement les mutants RAS puissent être 

perdus ou gagnés, au cours de l’évolution et de la dominance des clones(Weinhold et 

al., 2016).  

La voie NFκB : une activation essentielle 

La stimulation des plasmocytes intramédullaires par le microenvironnement est 

indispensable à leur survie et s’effectue majoritairement par la transduction du signal 

par la voie NFκB(Elgueta et al., 2010). De puissants activateurs de NFκB sont produits 

par le stroma médullaire, sous forme soluble (APRIL, BAFF, RANKL) ou cellulaire 

(CD40L)(Hayden and Ghosh, 2004; Romagnoli et al., 2007). Le plasmocyte malin 

conserve cette forte dépendance à la voie NFκB, et 82% des patients présentent une 

surexpression des acteurs de la voie NFκB(Annunziata et al., 2007; Demchenko and 

Kuehl, 2010). La famille des facteurs de transcription NFκB est constituée de cinq 

membres (sous-unités, p50/p105, p52/p100, RelA, RelB et c-Rel) se combinant par 

homo-/hétéro-dimérisation et dont le programme transcriptionnel recouvre la réponse 

immune (TNFa, IL-1, IL-8), la prolifération cellulaire (CyclinD1, CyclinE, CDK2, c-MYC) 
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et la survie cellulaire (Bcl-2, Bcl-XL, TRAF1/2, XIAP, c-FLIP)(Bassères and Baldwin, 

2006; Hayden and Ghosh, 2004). Les lignées humaines de myélome multiple, 

majoritairement dérivées de formes extra-médullaires de MM, présentent une forte sur-

activation de leur voie NFκB sans microenvironnement, cette sur-activation est en 

grande partie due à des mutations des régulateurs de la voie(Annunziata et al., 2007; 

Romagnoli et al., 2007). De même, chez les patients au diagnostic, une atteinte d’au 

moins un acteur de la voie NFκB, à l’origine de sa sur-activation est retrouvée dans 

14% des cas(Walker et al., 2018). 

La voie p53 

Les hémopathies malignes, contrairement à la majorité des tumeurs solides (en 

particulier des carcinomes) se présentent avec peu d’anomalie de p53 au diagnostic. 

Ainsi, les anomalies touchant le locus TP53 en 17p13 sont rares au diagnostic de 

MM(<10%) mais s’acquièrent avec la progression, constituant un tournant dans 

l’histoire individuelle de la pathologie. 

Les atteintes de la voie p53 dans le MM sont principalement liées à des altérations de 

TP53. Les délétions du locus 17p13 concernent 10% des patients au diagnostic, le 

plus souvent hétérozygotes, et dans une proportion variable au sein de la population 

des plasmocytes malins d’un patient (médiane de 75%, extrêmes :30-100%)(Avet-

Loiseau et al., 2007; Drach et al., 1998). Les mutants de TP53 sont encore plus rares 

au diagnostic (~5.5%), et sont concentrés dans les patients porteurs d’une délétion 

17p, constituant le tableau classique de gène suppresseur de tumeur avec perte 

d’hétérozygotie et inactivation bi-allélique, Table 3(Chapman et al., 2011; Lodé et al., 

2010; Lohr et al., 2014; Walker et al., 2015a; Weinhold et al., 2016). Au sein des 

leucémies à plasmocytes primaires, les anomalies de TP53 sont de 25% au diagnostic 

(30% de délétions et 25% de mutations)(Lionetti et al., 2016; Royer et al., 2016). Une 

étude récente qui colligeait 101 patients atteints de leucémies à plasmocytes 

secondaires rapporte une délétion du locus 17p13 dans 46% des cas(Jurczyszyn et 

al., 2018). 

A la rechute, les proportions de mutants et délétions de TP53 augmentent, touchant 

plus de 15% des patients. Les formes extra-médullaires leucémisées secondaires sont 

touchées dans 20% des cas(Lionetti et al., 2016). Weinhold  rapporte l’expérience de 

5 patients (sur 33 testés) ayant développé un clone avec un deuxième évènement sur 
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TP53 à la rechute, ce deuxième évènement était contemporain de l’acquisition d’un 

phénotype extra-médullaire ou leucémisé et d’une survie de moins d’un an (Weinhold 

et al., 2016).  

D’autres acteurs de la voie p53 peuvent être altérés, en particuliers les régulateurs 

directs de p53. Le locus de MDM2 est porté par le bras long du chromosome 12 avec 

des amplifications retrouvées dans 8% des cas(Elnenaei et al., 2003; Quesnel et al.). 

Les autres acteurs de l’ubiquitiniylation de p53 (Mdm4, HAUSP, Pirh2, Cop1, ARF-

BP1 ou CHIP) ne semblent pas concernés par des anomalies dans le MM.  

Des évènements épigénétiques interviennent également pour moduler la voie p53 

dans le MM. Le gène CDKN2A  est traduit en deux facteurs protéiques par lecture 

alterne du cadre, INK4a et p14ARF(Quelle et al., 1995). Arf permet la stabilisation de 

p53, en se complexant à Mdm2 mais réduit également la traduction en se complexant 

à la nucléophosmine (NPM, responsable entre-autres, de la conformation des ARN 

ribosomaux)(Bertwistle et al., 2004; Sherr, 2006). Les atteintes par délétions ou 

mutations de CDKN2A sont rares chez les patients atteints de MM (<1%), cependant, 

l’hyper-méthylation de son promoteur est un évènement observé dès le stade MGUS 

(15%) et jusqu’aux stades MM (37%) et sPCL (29%). Cependant, des données 

contradictoires sur cette hyperméthylation sont retrouvées dans la littérature, qui 

interviendrait très tardivement dans le développement tumoral(Dib et al., 2007; 

Gonzalez-Paz et al., 2007; Tiedemann et al., 2008; Yu et al., 2017). La signalisation 

IL-6, majeure dans la survie du myélome, serait impliquée dans la maintenance de la 

méthylation du promoteur de TP53(Hodge et al., 2005). Enfin, l’équipe de Croce a mis 

en évidence un mécanisme indirect de modulation de l’activité de p53, via les miR-32/-

106b/-181a. Ces derniers ciblent PCAF, un cofacteur de l’activité acétylase de p300 

(p300-CBP-Associated Factor). Ces miRNA sont sur-exprimés dans les MGUS et les 

MM et réduisent l’activité de p53(Pichiorri et al., 2010). Les autres modificateurs post-

traductionnels de p53 ont été peu étudiés, cependant, de nombreuses altérations des 

enzymes dé-acétylases et méthyl-transférases surviennent à la rechute, pouvant 

modifier les niveaux d’acétylation et méthylation de p53, et son activité 

biologique(Pawlyn et al., 2016). 
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Table 3. Principales alterations géniques au diagnostic et à la rechute. 
Mutations et pertes (délétions bialléliques) ont été agrégées des études 
Chapman et al., Lohr et al, Walker et al., Weinhold et al. et Chavan et 
al.(Chapman et al., 2011; Chavan et al., 2017; Lohr et al., 2014; Walker et 
al., 2018; Weinhold et al., 2016).  

Evènements épigénétiques 

Un processus d’adaptation majeur des cellules eucaryotes est la régulation 

épigénétique de leur matériel nucléaire. En particulier, le niveau de méthylation des 

promoteurs des gènes et les modifications d’histones (méthylation, acétylation, 

phosphorylation et ubiquitilation) modifient profondément l’expression génique(Cedar 

and Bergman, 2009; Chi et al., 2010).  Les mutations des enzymes/protéines modifiant 

les marques épigénétiques sont présents chez plus de 50% des patients au diagnostic 

et augmentent avec la progression (par exemple, 17% vs 6.9% pour les méthyl-

transférases d’histones). Ces anomalies sont potentiellement à l’origine d’une 

instabilité génétique transcriptionnelle et structurelle(Pawlyn et al., 2016). En 

particulier, les patients t(4 ;14) présentent une sur-expression du gène  ‘multiple 

Diagnostic (%) Gène Rechute (%)
21,3 KRAS 24,7
19,3 NRAS 24,0
10,0 DIS3 12,7

7,1 BRAF 9,3
6,9 FAM46C 8,0
5,7 RB1 3,1
5,5 TP53 18,4
4,5 TRAF3 3,0
4,3 EGR1 4,3
3,9 CDKN2C 5,1
3,8 TET2 3,8
3,8 FANCA 5,8
3,5 ATM 1,7
3,1 LTB 1,3
3,1 PRKD2 2,6
2,8 IRF4 4,7
2,8 FGFR3 0,9
2,2 SP140 4,3
2,1 PRDM1 5,3
1,5 BIRC3 2,3
1,2 ATR 0,0
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myeloma SET domain’ (MMSET/ WHSC1/ NSD2) associée à des modifications  de 

leurs motifs de méthylation de l’ADN et des marques d’histone H3K36me2 et H3K27me3, 

possiblement à l’origine de la dérégulation transcriptionnelle et de l’impact pronostic 

péjoratif de cette translocation(Chesi et al., 1998; Martinez-Garcia et al., 2011). Par 

ailleurs, la surexpression d’EZH2, agissant sur l’H3K27, est également associée à un 

pronostic négatif dans le MM, possiblement via la mise sous silence de bloqueurs du 

cycle (CDKN1A, CDKN2B)(Pawlyn et al., 2017a).  

Les anomalies de méthylation de l’ADN font partie de l’histoire naturelle du MM. En 

effet, la transition du MGUS au MM s’accompagne quantitativement d’une hypo-

méthylation globale (hors ilots CpG) et qualitativement d’une hyper-méthylation gène-

spécifique (gènes suppresseurs de tumeurs : CDKN2B, BCL2, GPX3, RBP1, TP73, 

SPARC et TGFBI(Alexandrova and Moll, 2012; Heuck et al., 2013; Kaiser et al., 2013; 

Walker et al., 2011). De façon inattendue, la transition de MM à PCL ne s’effectue pas 

par une accentuation de l’hypométhylation globale mais par une hyper-méthylation, 

qui concerne 75% des gènes déméthylés à la transition précédente : signalisation 

intercellulaire, développement cellulaire/différentiation et adhésion cellulaire(Walker et 

al., 2011).  

Pour finir, les microARN permettent un contrôle post-transcriptionnel des ARN 

messagers, cependant peu de données convaincantes ont émergé des études 

menées, et en particulier il existe un faible chevauchement de miRNA identifiés d’une 

étude à l’autre, en dehors ceux régulant p53(Dimopoulos et al., 2013; Wong et al., 

2012).  

Evolution clonale 

Le développement tumoral est un processus multi-étagé, fait d’insuccès tumoraux et 

de sélections itératives de clones(Nowell, 1976). En effet, le risque de développement 

d’un MM depuis le stade de MGUS est seulement de 1% par an. Cette latence  est 

évocatrice d’un processus darwinien de sélection par le micro-environnent : 

l’écosystème (spontané, ou modifié par un traitement) exerce une pression de 

sélection sur la tumeur, favorisant l’émergence d’un clone généré stochastiquement et 

qui présente un avantage en survie, alors que d’autres clones disparaissent ou ne 

s’imposent pas (Greaves and Maley, 2012). Au sein des clones sélectionnés, des 

anomalies (génétiques ou épigénétiques) confèrent l’avantage en survie et sont 
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« driver » tandis que la majorité des autres anomalies, sont passagères. Ces dernières 

pourront intervenir dans un 2ème temps, en cas de modification de l’écosystème et des 

pressions thérapeutiques par exemple.  

Les histoires naturelle et thérapeutique du MM suggèrent une évolution clonale par la 

transformation d’une forme non tumorale MGUS, vers une forme indolente, puis MM 

ou pPCL et finalement, après traitement, sPCL ou MM extra-médullaire. L’un des 

éléments évocateurs de cette « filiation » est la persistance chez un même patient de 

l’anomalie cytogénétique Ire au cours de l’évolution de sa pathologie plasmocytaire. Au 

regard de l’évolution clonale, le caractère primaire de l’anomalie doit cependant être 

nuancé. En effet, la proportion du clone porteur de l’anomalie est d’environ 50% au 

stade  MGUS et progresse à 70-80% des plasmocytes anormaux au stade MM, ce qui 

traduit une réduction de la diversité clonale au cours des traitements(An et al., 2015; 

López-Corral et al., 2011, 2012). L’ensemble des études de séquençage et 

d’hybridation compétitive des plasmocytes tumoraux a mis en évidence une 

prolifération oligo-clonale chez la majorité des patients, avec un clone majoritaire et 

plusieurs sous-clones(Bolli et al., 2014; Chapman et al., 2011; Keats et al., 2012; Lohr 

et al., 2014; Magrangeas et al., 2013; Walker et al., 2015a; Weston-Bell et al., 2013). 

Les travaux de B. Walker ont démonté la présence de ces clones à tous les stades de 

la pathologie (Figure 10).  
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Figure 10: Illustration de la présence de sous-clones au sein des données 
de séquençage de l’étude de Walker et al. 2014. La présence de multiples 
pics est évocatrice de sous-clones. MGUS :  Monoclonal Gammapathy of 
Unknown Significance, SMM : Smoldering Myeloma, PCL : plasma cell 
leukemia.  

 

Le suivi des anomalies au cours de la progression de la pathologie met en évidence 

une majoration des anomalies du nombre de copies (CNA) et des mutants chez les 

patients(Keats et al., 2012; Mailankody et al., 2017; Walker et al., 2014b). Quatre à 7 

clones coexistent chez les patients porteurs d’un MM, qui existaient dans les formes 

SMM dans une très faible proportion(Lohr et al., 2014; Melchor et al., 2014; Walker et 

al., 2014b).  

Le mécanisme d’évolution est dans 2/3 des cas par branchement à partir d’un clone 

initial tandis que 15% des évolutions sont linéaires(Weinhold et al., 2016). Cette 

diversification clonale majoritaire par branchement définit la diversité intra-clonale. La 

première étude génomique “cellule unique” (sur 6 patients) sans inférence par dé-

convolution de signal, a confirmé les résultats sur ADN mélangé et la coexistence des 

schémas linéaires et branchés. Peu de marqueurs de progression ont été mis en 

évidence dans les études avec échantillons appariés, mais le nombre d’échantillons 

analysé reste limité (moins de 20 patients avec données WES : RB1, BRCA2, 

RUNX2). Weinhold note cependant un enrichissement, déjà constaté sur des cohortes 
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non appariées, des anomalies de TP53  et de la voie PI(3)K/RAS(Weinhold et al., 

2016).   

D’un point de vue clinique ce comportement clonal apporte deux éclairages 

importants dans nos prises en charge : 

- La nécessité d’un traitement combiné chez les patients, pour prévenir 

l’émergence d’un clone sélectionné et augmenter les chances d’efficacité.  

- Considérer des retraitements, en échec au temps thérapeutique n-2. L’étude 

sériée de Bolli et al. a très bien montré l’exemple d’un patient avec un clone de  

2ème rechute identique au clone du diagnostic, eux-mêmes différents du clone 

de 1ère rechute.  

Pour finir, une constatation cytogénétique intéressante a été réalisée par une équipe 

allemande, à partir des données de l’HOVON65/GMMG-HD4. Les patients qui 

présentaient un haut risque cytogénétique (del 17p13, gain 1q21, et t(4;14)) sans sous-

clones (détectés par cytogénétique/FISH seulement) avaient une survie meilleure 

(75% vs 50% à 6ans) que les patients avec un sous-clone(Merz et al., 2018). Ces 

derniers résultats sous-tendent que la résistance pré-existe au traitement et que le 

sous-clone le plus adapté est rapidement sélectionné par le traitement.   

Microenvironnement 

Le microenvironnement est essentiel à la survie des plasmocytes tumoraux, en effet, 

la durée de vie des plasmocytes en dehors de leur niche tumorale est très courte. 

Depuis le stade MGUS jusqu’au MM, le plasmocyte malin prolifère par l’intégration de 

signaux du micro-environnement, dont l’un des acteurs principaux est la cellule 

stromale (BMSC). Cette dernière sécrète des facteurs de croissance essentiels tels 

que l’IL6 ou l’IGF-1. Ces sécrétions activent les voies de prolifération et de survie telles 

NFκB, MAPK et PI3K/Akt (Kawano et al., 1988; Mantovani and Garlanda, 2006), et via 

une boucle longue, permettent la synthèse de facteurs de croissance par la cellule 

tumorale, enrichissant en retour sa niche tumorale(Manier et al., 2012). L’IL-6 et l’IGF1 

sont également des facteurs majeurs de la survie plasmocytaire, en induisant 

l’expression d’anti-apoptotiques (BCL-Xl, Mcl-1)(Chauhan et al., 1997; De Bruyne et 

al., 2010; Puthier et al., 1999). Le plasmocyte malin a une action directe sur son 

microenvironnement, une des manifestations cliniques les plus communes est 

l’ostéolyse localisée (« lacunes osseuses »). Cette ostéolyse est le résultat d’une part 
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de la sur-activation des ostéoclastes et d’autre part de l’inhibition de l’activité des 

ostéoblastes, par la synthèse respective de RANK ligand (et MIP-1α) et DKK1 par les 

plasmocytes malins(Balakumaran et al., 2010). L’accumulation des anomalies 

acquises au cours du développement du MM dans les voies MAPK et NFκB, peut 

permettre une indépendance aux signaux extérieurs, favorisant le développement 

tumoral(Annunziata et al., 2007; Walker et al., 2018; Weinhold et al., 2016). 

MM et résistance aux traitements  

Le MM se caractérise par une résistance aux traitements anti-néoplasiques usuels. 

Une partie de cette résistance est liée au microenvironnement médullaire, et en 

particulier de la niche tumorale via la voie NFκB et l’hypoxie médullaire relative(Martin 

et al., 2011). La voie NFκB permettrait la surexpression de nombreux gènes de la voie 

Fanconi de façon transcriptionnelle (via RelB/p50), Yarde et ses collègues ont ainsi 

démontré que l’utilisation d’inhibiteur du protéasome (qui inhibe partiellement la voie 

NFκB(Hideshima et al., 2009)) réduisait l’expression des acteurs de la voie Fanconi et 

la réparation des dommages à l’ADN induits par les alkylants (melphalan)(Chen et al., 

2005b; Yarde et al., 2009). Enfin, les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 

sont des acteurs majeurs de la survie des plasmocytes, en particulier Bcl-2 et Mcl-1, 

dont les rôles biologiques ont été démontré dans plusieurs criblages par RNA 

interférence ou CRISPR-CAS9(Gong et al., 2016; Marchesini et al., 2017; Tiedemann 

et al., 2012).  

Prise en charge du myélome multiple et des leucémies à plasmocyte 

En dehors d’un essai thérapeutique, seuls les patients porteurs d’un myélome multiple 

symptomatique ou d’un myélome indolent de haut risque, requièrent une prise en 

charge thérapeutique.  

Pronostic du myélome 

Les scores pronostiques d’une pathologie dépendent des traitements reçus par ces 

patients, les scores actuels sont donc basés majoritairement sur des patients traités 

par immunomodulateurs (Imids), Inhibiteurs du protéasome, gluco-corticoïdes, et 

alkylants (haute dose du sujet jeune). Le Revised-International Staging System (R-

ISS) est une évolution de l’ISS(Greipp et al., 2005) prenant en compte les informations 

cytogénétiques(Palumbo et al., 2015). Ce score est construit sur les taux de β2 

microglobuline, l’albuminémie plasmatique et le score iFISH(FISH interphasique). Le 
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score iFISH sur les plasmocytes tumoraux définit les patients de pronostic péjoratif 

s’ils sont porteurs d’une translocation (4 ;14) ou (14 ;16) ou d’une délétion 17p. Le R-

ISS permet une bonne séparation des différents groupes pronostiques, au sein des 

patients jeunes bénéficiant d’une intensification thérapeutique avec greffe de cellules 

souches autologues et au sein des patients plus âgés traités sans intensification mais 

au moyen des stratégies sus-citées, Figure 11, Table 4.  

  LDH 

  Normal Haut 

  FISH FISH 

  Standard Haut Standard Haut 

IS
S 

I 
β2Mic>5.5mg/L & 

Alb >35g/L 

SG=82 

SSp=55 
 

II SG= 62; SSP= 36 

III 
β2Mic>5.5mg/L 

 
SG=40 

SSP=24 

 

Table 4. Calcul du score R-ISS à partir des données biochimiques et 
cytogénétiques.SG= survie globale à 5 ans (%), SSP= survie sans 
progression à 5 ans (%) 

 

 

Figure 11. Stratifications selon R-SS. A. survie globale. B. hazard-ratios des 
composants du score et du score composite. (Palumbo et al., 2015) 

Un score pronostique intermédiaire entre ISS et R-ISS a été publié afin de détecter les 

jeunes patients à haut risque de progression (ou rechute) précoce dans les 2 
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premières années de traitement. Il comprenait l’ISS-3 et LDH augmentés et/ou iFISH 

del(17p)/t(4 ;14), score de 0 à 4(Moreau et al., 2014). 

Au côté des scores bio-cytogénétiques, la démocratisation des analyses 

transcriptomiques a vu fleurir de nombreux scores pronostiques, entraînés sur des 

cohortes de patients traités différemment et avec très peu de recouvrement dans les 

sets de gènes sélectionnés. Ces divergences mettent en évidence la robustesse 

variable de ces scores, et in fine, leur faible applicabilité clinique. Récemment, Chng 

et al, sous l’égide de l’IMWG, a combiné ces différents scores : signature d’instabilité 

chromosomique (CINGECS)(Chung et al., 2013), l’index centrosomique (CNTI)(Chng 

et al., 2008b), la signature du HOVON-65/GMMG-HD4 (EMC92)(Kuiper et al., 2012), 

la signature à 7 gènes issue des lignées de MM(Moreaux et al., 2011), la signature 

liée aux délétions homozygotes(HZDCD)(Dickens et al., 2010), l’index à 15 gènes de 

l’Intergroupe Francophone du Myelome(Decaux et al., 2008), la signature de 

prolifération (PI)(Hose et al., 2011), et les signatures à 70 et 80 gènes de 

l’UAMS(UAMS70, UAMS80)(Shaughnessy et al., 2007, 2011). Cette analyse a révélé 

que la moyenne de deux scores (HZDCD et EMC92) permettait de prédire avec une 

grande sensibilité, chez les patients autogreffés, le risque de rechute précoce et de 

mortalité(Chng et al., 2016). L’apport de stratification au R-ISS est pour l’instant 

inconnu, pour mémoire, l’ajout de l’EMC92 à l’ISS et aux anomalies FISH n’avait 

apporté que peu de plus-value clinique dans le pronostic(Kuiper et al., 2015), ces 

résultats restent pour l’instant confinés aux publications.  

Au-delà de l’expression de ARN codants, une étude portant sur 308 patients d’un essai 

prospectif mettait récemment en évidence un set d’ARN non-codants dont l’expression 

serait corrélée à la survie des patients. Ces modifications de transcrits devront être 

validées sur une nouvelle cohorte et explorées biologiquement(Samur et al., 2018).  

Les patients très haut risque - TP53 // Nouveaux facteurs pronostiques ?  

De nouveaux facteurs prédictifs, en particulier mutationnels, font leur apparition avec 

l’agrégation des données bio-cliniques et génomiques. Publiée en 2015, l’étude de 

Walker a porté sur 465 patients, annotés par séquençage d’exome et traités selon un 

protocole prospectif (avec intensification selon la catégorie d’âge).  

Cette étude démontre que les mutations affectant l’intégration du signal de dommage 

à l’ADN (ATM, ATR, TP53) bien que rares lorsqu’elles sont prises isolément (3%, 
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1.5%, 3%, respectivement) touchent 11% des patients lorsqu’elles sont prises en 

compte comme un tout (avec les del(17p)). Les altérations de ce ‘signal TP53’ (selon 

Walker) s’associent avec une SSP médiocre de 15mois (vs 28m) et une SG de 23m 

(vs 40m). Ces anomalies de TP53, d’ATM et d’ATR restent des facteurs indépendants 

en analyse multivariée (avec l’ISS, l’âge, les translocations de MYC et la t(4 ;14)). Dans 

la même étude, Walker détaille d’autres mutants : CCND1, ZFH4, qui combinés à l’ISS, 

aux statuts TP53, ATM/ATR, del(17p), t(4;14) et à l’amp(1q) identifient un groupe de 

très mauvais pronostic, dont la moitié progresse dans l’année de l’initiation du 

traitement et dont la médiane de survie est inférieure à un an. Cependant, une 

validation prospective dans un groupe de patients indépendant est en attente.  

Le rôle des mutants de RAS est plus controversé, en effet, alors que l’équipe de 

Fonseca retrouvait un impact défavorable des mutants, les résultats de la cohorte de 

Walker disqualifient les premiers. La différence majeure entre les deux études 

d’effectifs similaires (et réalisées à plus de 10 ans d’intervalle) était l’utilisation d’Imids 

et d’inhibiteurs du protéasome dans l’étude de Walker, gommant probablement les 

impacts des mutants de RAS. Ces différences renforcent de façon évidente s’il le fallait 

que l’impact pronostique dépend du traitement(Chng et al., 2008a; Walker et al., 

2015b).  

Prise en charge du MM 

Au diagnostic 

La biologie du MM a été à l’origine d’une asymétrie d’amélioration des survies par 

rapport au reste des hémopathies lymphoïdes B matures. En effet, tandis que ces 

dernières profitaient de la multiplication des schémas semi-intensifs, du 

développement des alkylants, des inhibiteurs  de topoisomérases, des sels de platines, 

et du raffinement diagnostic, pour le MM aucune association supérieure au melphalan 

oral associé à la prednisone n’a été démontrée jusque dans les années 80(Bergsagel 

et al., 1962; Blokhin et al., 1958; Mass, 1962; 1998).  

L’utilisation de la chimiothérapie intensive (melphan haute-dose) au milieu des années 

80, en rechute puis en première ligne(Attal et al., 1996; Barlogie et al., 1987; McElwain 

and Powles, 1983) avait été à l’origine de l’augmentation du taux de rémission 

complète et de la durée des rémissions. Cependant, les niveaux de réduction tumorale 

avant intensification restaient très faibles, malgré la diversification des combinaisons 
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de traitements (VAD : Vincristine, doxorubicine, dexamethasone).  Un second virage 

sera pris au tournant des années 2000 avec l’utilisation de la thalidomide et des 

inhibiteurs du protéasome, contribuant à l’amélioration sensible de survie dont nous 

sommes les témoins contemporains(Orlowski et al., 2002; Singhal et al., 1999) (Figure 

12).  

Ces développements ont conduit à l’utilisation de ces trois classes : les alkylants 

(melphalan/cyclophosphamide), les Imids (thalidomide, lenalidomide, pomalidomide) 

et les inhibiteurs du protéasome (bortézomib). 

Cependant, alors que la survie à 5 ans progresse invariablement depuis les années 

90 (Figure 12), le sous-groupe de patients porteurs d’une anomalie de TP53 n’a que 

peu bénéficié des avancées thérapeutiques, la majorité de ces dernières exploitant 

des mécanismes p53-dépendants (melphalan et Inhibiteur du protéasome)(Moreau et 

al., 2014).  

 

Figure 12. Evolution de la survie globale à 5 ans des patients porteurs de 
MM. Données INVS jusqu’à 2012. La droite pointillée après 2010 est une 
projection, le point vert est la donnée du dernier protocole de traitement des 
sujets jeunes (IFM-2009/DFCI). 
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En dépit des scores pronostiques les plus récents, les choix thérapeutiques en 

première ligne se font en fonction de critères cliniques :   

Les sujets jeunes et sans co-morbités bénéficient de l’intensification thérapeutique par 

mephalan haute dose, comme à nouveau démontré récemment par l’intergroupe 

Francophone du Myélome à l’ère des nouvelles thérapies(Attal et al., 2017). 

L’induction précède l’intensification et repose sur l’utilisation d’une triplette : inhibiteur 

du protéasome, Imid et dexaméthasone, 4 cycles(Moreau et al., 2011, 2016a; 

Sonneveld et al., 2013). La collecte de cellules souches est potentialisée par le 

cyclophosphamide(Attal et al., 2017). Le melphalan à haute dose (200mg/m²) reste, 

pour l’instant, l’agent de référence du conditionnement de l’autogreffe, sans 

radiothérapie, sans majoration de dose ou association à d’autres cytotoxiques(Blanes 

et al., 2013; Carreras et al., 2007; Cunningham et al., 1994; Moreau et al., 2002; Nieto 

et al., 2017). A l’issue de cette intensification, une consolidation courte (2 cycles) de la 

même triplette est effectuée(Ladetto et al., 2010). Dans le cadre de ce schéma de 

traitement, la maintenance reste débattue. Le lénalidomide en maintenance est 

approuvé en France et recommandé par l’IMWG, cependant son « service 

médical rendu » étant faible il n’est pas remboursé. La réalisation d’une double 

autogreffe pour les patients à haut risque est maintenant recommandée(Cavo et al., 

2016). 

Les sujets âgés ont longtemps bénéficié de l’association melphalan-predinose-

thalidomide(Facon et al., 2007). L’association melphalan-prednisone-bortézomib(San 

Miguel et al., 2008) et le lénalidomide-dexaméthasone  tendent à remplacer cette 

stratégie(Facon et al., 2018). L’intensification thérapeutique (avec des doses similaires 

à celles des sujets jeunes) chez les sujets âgés, hautement sélectionnés n’est pas 

associée à une mortalité excessive(Garderet et al., 2016; Kumar et al., 2008) mais 

n’est ni recommandée ni classique. On peut s’interroger de son impact sur la qualité 

de vie face aux alternatives thérapeutiques à disposition, en particulier le 

développement de l’immunothérapie.  

Les leucémies à plasmocytes primaires s’appuient sur le même schéma de traitement 

que les patients jeunes, avec l’adjonction d’un inhibiteur de topoisomérase dans 

l’induction : la doxorubicine. Le standard actuel est la double autogreffe ou le tandem 

autogreffe/allogreffe et une année de consolidation par bortézomib, revlimid et 
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dexaméthasone. Cependant, même avec ce traitement très agressif, ¼ des patients 

au diagnostic sont réfractaires, et la survie sans progression médiane est de 15 mois. 

Ces patients qui présentent une anomalie du locus TP53 dans 28% des cas restent 

exposés à un taux de rechute quasi-constant, Figure 13(Royer et al., 2016).   

 

Figures 13. Données de survie globale du protocole « Leucémie à 
plasmocyctes primaires » (AOL-2009). La droite jaune illustre un taux de 
rechute constant au cours du temps.  

A la rechute 

Les traitements de rechutes sont moins codifiés, les stratégies ne dépendant plus de 

l’âge des patients mais des traitements antérieurs reçus.  

Plusieurs classes thérapeutiques se combinent, là aussi le plus souvent en 

triplettes(Boudreault et al., 2017; Laubach et al., 2016). Les alkylants se diversifient 

(cyclophosphamide, bendamustine), l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome de 

seconde génération (carfilzomib, Ixazomib oral) est possible, et on peut recourir à un 

Imid de 3ème génération, le pomalidomide(Baz et al., 2016; Damaj et al., 2012; Moreau 

et al., 2016b; Stewart et al., 2015).  

L’allogreffe de cellules souches reste une thérapie peu efficace dans le MM, grevée 

d’une forte mortalité toxique, qu’elle soit myélo-ablative ou non(Pawarode et al., 2016). 

Stratégies novatrices 

Après le raz de marée de l’immunothérapie anti-CD20 dans le champ du lymphome B, 

l’immunothérapie a réinvesti le champ du myélome. En particulier, les anticorps anti-

CD38 ont démontré leur efficacité en rechute en association avec le 

bortezomib(Palumbo et al., 2016) ou le lénalidomide(Dimopoulos et al., 2016), et 
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gagnent maintenant les premières lignes des sujets âgés(Mateos et al., 2018) et 

jeunes (CASSIOPEA, NCT02076009).  

D’autres cibles, tel le BCMA (B-Cell maturation Antigen, un récepteur essentiel à la 

survie des plasmocytes via ses ligands APRIL et BAFF) peuvent être utilisées : par 

des anticorps couplés (Trudel et al., 2017) ou des Chimeric Antigen Receptor T Cells 

(CAR-T cells)(Cohen et al., 2017). Les études de CAR-T-cells produisent des résultats 

impressionnants, mais les données d’efficacité concernent majoritairement des 

patients juste après l’expansion des clones T. Peu de patients ont un suivi supérieur à 

un an, et l’expansion du clone a disparu dans les 6mois pour 50% des malades. Bien 

qu’efficaces chez des patients de très mauvais pronostic (67% de del(17p)/TP53mut,  

30% de maladie extra-médullaire), il est à noter que sur 33 patients inclus, seuls 21 

ont reçu le traitement, dont 8 ont eu une réponse au moins partielle au traitement (avec 

deux rechutes très précoces dans les 4 premiers mois). Néanmoins, des engouements 

scientifiques et médicaux majeur (et commerciaux) favorisent l’amélioration des 

techniques et le développement de nouvelles générations de CAR-T pour apporter des 

solutions à des patients en impasse thérapeutique  

Alors que les inhibiteurs de checkpoint immunitaires (PD-1, PD-L1) se développent en 

cancérologie solide et dans les autres champs de l’hématologie, les essais dans le MM 

en association avec les Imids ont été suspendus pour surmortalité dans les bras 

expérimentaux. L’avenir de cette stratégie et sa combinaison avec d’autres drogues 

dans le MM est incertain. 

Les lignées de MM 
Notre équipe possède une collection de 45 lignées humaines de myélomes multiple 

(HMCL). Trente-trois lignées sont utilisées de façon courante, dont 20 sont 

dépendantes de l’IL6 pour leur survie (avec une lignée, U266 qui possède une activité 

autocrine). Les HMCLs sont dérivées de cellules de patients présentant des leucémies 

secondaires, des pleurésies, de l’ascite ou des formes sous-cutanées tumorales. Elles 

sont donc majoritairement issues de patients déjà traités, et le plus souvent réfractaires 

aux derniers traitements reçus. Les HMCLs présentent les caractéristiques décrites 

dans la table 5. L’étude du transcriptome des HMCLs a confirmé que ce modèle est 

bien représentatif des patients. En effet, les dérégulations issues des évènements 

cytogénétiques primaires, détectés aux diagnostic, sont toujours à l’origine d’une 
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ségrégation des lignées entre elles, tout comme chez les patients, Figure 14(Moreaux 

et al., 2011; Zhan et al., 2006). Trente-deux lignées présentent une translocation avec 

un promoteur de chaîne d’Immunoglobuline (30 avec un promoteur de chaîne lourde) 

dont 2 avec un partenaire inconnu. Les lignées présentant une hyper-diploïdie sont 

rares(Li et al., 2007), et ces hyper-diploïdes présentent d’autres anomalies 

chromosomiques inhabituelles pour cette catégorie de patient(Chng and Fonseca, 

2008).  

La traçabilité des lignées et l’absence de dérive clonale est primordiale dans 

l’empilement des résultats biologiques et leur mise en relation. Par exemple, le 

séquençage des cDNA de TP53 a été conduit en même temps que le séquençage des 

cDNA des ARNm de KRAS et NRAS, tandis que les données de transcriptome et 

d’annotation fonctionnelle sont incrémentées avec la génération de nouvelles lignées 

et les nouvelles questions biologiques. L’identité de chaque lignée est assurée par la 

réalisation d’un immunophénotype à chaque décongélation, selon un algorithme 

publié(Maïga et al., 2015).  

 

Figure 14. Classification non supervisée des HMCLs. D’après Moreaux et 
al. 2011 
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Table 5. Caractéristiques des HMCLs, status TP53. >exon7 : pas d’amplification 
de cDNA après exon 7. En rouge : les « hot-spots », WT : wild-type, TET : 
tetramerization, L1/2/3 : boucles liant l’ADN, NDBL : boucles ne liant pas l’ADN. 
DBL : boucles liant l’ADN. NE.NS : non-exprimé ou tronquée (non-sens). * : 
mutants portés par 2 allèles différents.  

 
Cible de 

Translocation 
Genomic (Chr17, hg19) Protéine 

 
Domaine  
Protéique 

Biologie 
protéique Séquencé WES 

AMO1 other   wt wt x 
ANBL6 maf 7576855G>A Q331STOP TET NE.NS  
BCN maf   wt wt x 
JIM3 mmset 7577121G>A R273C L1 DBL x 
JJN3 maf  NE NE NE.NS x 
KARPAS620 ccnd1 7578526C>T C135Y L1 DBL x 
KMM1 ccnd1 7578526C>A 

7577559G>A 
C135F 
S241F* 

L1 
L2/L3 

DBL 
DBL 

x 

KMS11 mmset - KO NE NE.NS x 
KMS12BM ccnd1 7574017C>A R337L TET NDBL  
KMS12PE ccnd1 7574017C>A R337L TET NDBL x 
L363 maf 7577499C>G S261T NDBL NDBL x 
LP1 mmset 7577082C>T E286K L1 DBL x 
MDN ccnd1   wt Wt x 
MM1S maf   wt Wt x 
NAN1 maf 7578392C>A E180STOP L2/L3 NE.NS x 
NAN10 ccnd1 7578448G>T C161A NDBL NDBL x 
NAN11 maf   wt Wt x 
NAN3 mmset 7577539C>T wt/R248Q L2/L3 DBL x 
NAN6 maf Del7577830-7576554 del exons7-9 L1/2/3/TET NE.NS x 

NAN7 ccnd1 ? >exon 7 L1/2/3/TET NE.NS x 
NAN8 mmset ? >exon 7 L1/2/3/TET NE.NS x 
NAN9 mmset   wt Wt x 
NCIH929 mmset   wt Wt x 
OPM2 mmset 7578406C>T R175H L2/L3 DBL x 
RPMI8266 maf 7577085C>T E285K L1 DBL  
SBN other   wt Wt  
SKMM2 ccnd1 7578534C>A K132N L1 DBL x 
U266 ccnd1 7578449C>T A161T NDBL NDBL x 
XG-1 ccnd1 7578554A>T Y126N L1 DBL x 
XG-10 other   wt Wt x 
XG-11 ccnd1 7578526C>T C135Y L1 DBL x 
XG-12 maf   wt Wt  
XG-13 maf  R248Q L2/L3 DBL  
XG-14 ccnd1  G266E NDBL NDBL  
XG-16 other 7578190T>C Y220C NDBL NDBL x 
XG-19 maf   wt Wt  
XG-2 other 7578403C>T C176Y L2/L3 DBL x 

XG-20 mmset ? del exons7-9 L1/2/3/TET NE.NS  
XG-21 ccnd1   wt Wt  
XG-24 mmset   wt Wt  
XG-3 other   wt Wt x 
XG-5 ccnd1 7577094G>A R282W L1 DBL x 
XG-6 maf   wt wt x 
XG-7 mmset   wt wt x 



46 
 

Objet du travail 

 

Pour ce travail de thèse nous sommes partis de deux constats : le MM est une 

hémopathie à la biologie unique au sein des hémopathies B et pourtant, ses modèles 

sont incomplètement annotés d’un point de vue génomique.  

Le premier article a voulu apporter un nouvel éclairage sur les altérations possibles de 

la voie p53 dans les hémopathies malignes B au diagnostic, sur les relations entre ces 

altérations et sur les schémas d’inactivation de la voie. 

Le deuxième article s’est concentré sur l’exploration des anomalies génomiques du 

MM. Nous avons séquencé l’exome de nos 33 lignées de MM, afin de mettre en 

évidence des altérations coordonnées de voies de signalisation stratégiques pour le 

MM. Ces résultats ont été mis en relation avec les annotations phénotypiques 

(réponses aux traitements, dépendances mitochondriales, anomalies du cycle 

cellulaire, etc…). 

Enfin, j’ai poursuivi le travail que nous avions publié lors de mon Master 2 sur 

l’efficacité de PRIMA-1Met dans le MM, en particulier en axant notre recherche sur le 

mécanisme de mort et la recherche d’une cible non-p53. Ces résultats « mis à jour » 

sont présentés et confrontés à la littérature parue après la publication de notre article.  
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Article 1. p53 dysregulation in B-cell malignancies: More than a single gene in the 

pathway to hell  

Tessoulin et al., Blood Reviews, 2016 

Résumé : 

La dérégulation de la voie p53 par anomalies directes de TP53 (délétions/mutations) 

est associé à une diminution des réponses aux traitements dans les hémopathies 

malignes B. Nous avons décrit avec ce premier travail les anomalies des acteurs 

d’intégration et de régulation de la voie p53 (MYC, RAS, CDKN2AARF, MDM2, ATM et 

TP53), depuis la leucémie aigüe lymphoblastique B jusqu’aux hémopathies 

plasmocytaires. Les résultats de ce travail sont que les anomalies ne sont pas 

distribuées de façon homogène (et donc aléatoire) au sein des hémopathies.  

En effet, les atteintes directes de TP53 ou d’ATM (par mutation et/ou délétion, souvent 

associées entre elles) sont particulièrement fréquentes au sein des lymphomes B 

Diffus à grandes cellules et à Cellules du Manteau. Au sein des activateurs 

oncogéniques, les dérégulations de MYC, en particulier les gains, sont très rares dans 

les lymphomes post-GC, alors qu’elles sont fréquentes dans les leucémies pro-

lymphocytaires B, le MM et les leucémies plasmocytaires. Les mutations de RAS sont 

absentes des hémopathies malignes B, en dehors des deux extrémités du spectre 

nosologique : les LAL-B et les pathologies plasmocytaires.  

Afin d’améliorer la compréhension de l’hétérogénéité des anomalies décrites, nous 

avons réalisé une analyse factorielle multiple, prenant en compte les anomalies 

oncogéniques et les anomalies des gènes suppresseurs de tumeurs. Cette analyse 

montre que les dérégulations de MYC sont souvent associées au statut TP53 du 

groupe histologique. De plus, les hémopathies présentant des gains de MYC, des 

délétions de TP53 et des mutations de RAS présentent des survies défavorables au 

sein des hémopathies. Une autre caractéristique mise en évidence dans ces 

associations est l’indépendance entre les anomalies de TP53 et d’ATM, ces dernières 

étant rares dans le MM, mais s’enrichissant dans les PCL. Associée à cette revue 

interprétée, nous proposons plusieurs stratégies thérapeutiques pour les hémopathies 

malignes B, se basant sur le regroupement d’anomalies plus que l’histologie. 
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Article 2. Human myeloma cell lines display mutations related to myeloma patients 

at relapse and harbor major hits in the DNA repair 

Tessoulin et al, Soumis 

Résumé : 

Les lignées humaines de myélome multiple (HMCLs) sont largement utilisées pour la 

recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le MM. Cependant, si les 

HMCLs sont représentatives de la diversité cytogénétique des patients, elles ne la 

recouvrent pas totalement, en particulier les clones hyperdiploïdes purs n’existent pas. 

Nous avons réalisé le séquençage des exons de 33 HMCLs, établies au cours des 50 

dernières années dans une douzaine de laboratoires internationaux. En absence 

d’ADN non-tumoral une stratégie de filtre, en particulier basé sur l’ethnicité, a été 

réalisée permettant de réduire drastiquement le nombre de variants par lignée (307 à 

916 / lignée).  Les mutations faux-sens sont les plus fréquentes (92%) et TP53 est le 

gène le plus altéré (67%). Les anomalies bi-alléliques touchent les gènes de régulation 

du cycle cellulaire (RB1, CDKN2C), de la voie NFκB (TRAF3, BIRC2) et de la voie p53 

(TP53, CDKN2A). La proportion d’invalidation par mutation/délétion dans les HMCLs 

est similaire à celle des patients pour certains gènes comme DIS3, PRDM1 ou KRAS, 

alors que d’autres sont beaucoup plus impactés dans les HMCLs (TP53, CDKN2C, 

NRAS, PRKD2). Compte-tenu du faible nombre de patients porteurs de PCL 

séquencés à ce jour, nous n’avons pas pu confronter notre modèle HMCLs aux 

données de ces patients, dont nous supposons cependant qu’ils se rapprochent le 

plus, au vu de leurs transcriptomes respectifs. Au sein des voies de signalisation, la 

voie MAPK est la plus altérée (82% des HMCLs), principalement par des mutants de 

RAS. De façon inattendue, les HMCLs présentent de très nombreuses anomalies 

génomiques des gènes régulant l’épigénétique (73%) et de ceux de la voie de l’anémie 

de Fanconi (54%), tandis que peu d’anomalies concernent la machinerie apoptotique. 

Nous mettons en évidence les liens d’association/exclusion entre différents mutants, 

entre autres dans les voies MAPK et p53, ainsi que dans la régulation chromatinienne. 

Finalement, nous avons combiné les données d’expression génique, de 

mutations/délétions et de réponses aux drogues, mettant en évidence la dépendance 

de certains traitements à des activités biologiques, ainsi que les possibilités de 

contournement des anomalies.  
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Abstract 

Human myeloma cell lines (HMCLs) are widely used for their representation of primary 

myeloma cells because they cover patient diversity, although not fully. We performed 

whole-exon sequencing of 33 HMCLs, which were established over the last 50 years 

in 12 laboratories. Missense mutations were the most frequent hits in genes (92%). 

HMCLs harbored between 307 and 916 mutations per sample, with TP53 being the 

most mutated gene (67%). Recurrent bi-allelic losses were found in genes involved in 

cell cycle regulation (RB1, CDKN2C), the NFκB pathway (TRAF3, BIRC2) and the p53 

pathway (TP53, CDKN2A). Frequency of mutations/deletions in HMCLs were either 

similar to that of patients (e.g. DIS3, PRDM1, KRAS), or highly increased (e.g. TP53, 

CDKN2C, NRAS, PRKD2). MAPK was the most altered pathway (82% of HMCLs), 

mainly by RAS mutants. Surprisingly, HMCLs displayed alterations in epigenetic (73%) 

and Fanconi anemia (54%) and few alterations in apoptotic machinery. We further 

identified mutually exclusive and associated mutations/deletions in genes involved in 

the MAPK and p53 pathways as well as in chromatin regulator/modifier genes. Finally, 

by combining the gene expression profile, gene mutation, gene deletion and drug 

response, we demonstrated that several targeted drugs overcome or bypass some 

mutations.  
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Introduction 

Human myeloma cell lines (HMCLs) are widely used for their representation of primary 

myeloma cells because they cover patient diversity, although not fully1. HMCLs are 

mainly derived from refractory patients, mostly presenting with extramedullary disease 

and having thus received numerous classes of drugs inducing DNA damage, 

proteasome inhibition, immunomodulation and anti-inflammation (e.g., melphalan, 

bendamustine, Velcade, Revlimid, and dexamethasone). However, HMCLs harbor the 

14q32 abnormality, which occurs early at the MGUS stage, and display frequent 

mutations in NRAS and KRAS, as observed in patients at diagnosis (approximately 

50% of patients)2,3. By contrast, HMCLs display very frequent deletion and mutation in 

the TP53 gene that are associated with resistance to treatments4. Indeed, it is well 

known that hits in the TP53 gene (deletion and/or mutation) at diagnosis are associated 

with resistance and shortened survival and that their frequency increases with 

relapse4,5. Thus, HMCLs are a mixture of abnormalities occurring both early and late 

in the time course of disease. Besides hits in the TP53 and RAS genes, HMCLs have 

not been widely characterized for their global mutation profile and gene deletion. In the 

present work, using whole-exon sequencing (WES) in 33 HMCLs, we report common 

gene mutations and deletions. We analyzed the frequency of mutations/deletions in 

comparison with patients at diagnosis and relapse. We further identified hits 

preferentially associated with 14q32 translocations and analyzed responses to 

conventional and nonconventional drugs in relation to a mutation and/or deletion 

profile. 
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Materials and Methods 

HMCLs and primary MM cells 

HMCLs were previously characterized1,6,7. HMCLs were cultured in RPMI-5% fetal calf 

serum with or without 3 ng/ml of IL61,6,7. Gene expression profile of HMCLs has been 

previously published1. The gene expression profile of primary MM cells was assessed 

from 414 patients (Arkansas) as previously described1,8. 

Whole-Exome Sequencing 

DNA sample processing was performed according to Agilent Technologies (Santa 

Clara, CA, USA) using the SURESELECT TARGET ENRICHMENT SYSTEM kit 

(Human all exon v6, library version 1.6). Sequencing was performed on HiSeq 2500, 

High Output in paired-end 2*100 bp. The reads were aligned (BWA-v0.7.10-r789) to 

the GRCh37 human reference genome. Duplicated reads were marked by the Picard 

tool (v1.119), indels were realigned around capture (+/-500 bp), and base quality 

recalibration was finally performed (Genome Analysis Toolkit [GATK-v3.2.2]). In the 

absence of germline DNA, variants were called by the GATK unified genotyper. 

Variants were processed through vcf2maf-1.6.15 to obtain a final Mutant Annotation 

File (maf). The variants’ biological effects predictions were carried out using Ensembl's 

VEP-annotator-v.86. Variant annotation database versions were as follows: ExAC-

r0.3.1 [likely germline variants], dbSNP-v.144 [known variants], COSMIC-71 and 

ClinVar-v.201507 [clinical significance of known variants].  

Variants that were present more than 3 times were removed, as well as variants with 

Global Allele Frequency in ExAC databases over 1% (with respect to ethnicity 

frequencies when known). Finally, clinically benign mutants, as annotated by ClinVar, 

were removed (“benign” or “likely benign”). Only protein-coding variants were used for 

subsequent analyses, and structural protein coding genes (actin, myosin, collagen, 

fibronectin, vitronectin, tenascin, laminin, titin, obscurin, plectin, aggrecan, and mucins) 

were removed.  

Exon loss was estimated from the read depth using ExomeCOPY and CANOES. The 

results were validated by visual inspection of the BAM read depth in Integrative 

Genomics Viewer (IGV; Broad Institute). Genes with frequent variants were selected, 

and were assessed by direct Sanger sequencing on cDNA. 
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Functional assays 

The cell count and viability were measured using the MTT assay. The cell cycle 

distribution was assessed by propidium iodide incorporation. Rb phosphorylation was 

assessed by western blotting (Cell Signaling; 4H1 and S807-811). The area under the 

curve (AUC) was estimated using Graphpad Prism v7.0 for palbociclib (0-1 µM), 

CX5461 (0-1 µM) and trametinib (0-25 nM). The responses to melphalan, 

bendamustine, FAS and TRAIL-R agonist antibodies, PRIMA-1Met, dexamethasone, 

RITA, ABT-737 and ABT-199 were previously reported6,9-14. Results were scaled 

(mean-centered and standardized) to provide a z-score. 

Statistical analyses 

Analyses were performed under R 3.4.4. Fisher’s test was carried out with the 

resampling of parameters for robustness. The somatic interaction plot code was 

adapted from Gerstung et al.15. Enrichment analyses were carried out by ReactomePA 

and clusterProfiler16,17, p-values were adjusted for multiple testing by the false 

discovery rate (q=0.05). For the Reactome determination, KEGG and GO annotations 

were used. MAF manipulation was performed using the maftools packages18. 

Oncoprints, heatmaps and Chord-Diagrams were performed with ComplexHeatmap 

R-package. Considering the number of samples, the linear regressions between 

scores and drug responses were calculated by robust a linear regression using a M-

estimator (rlm, MASS package) in order to discard outliers. Coefficients were further 

bootstrapped by Boot function (car package), with 5000 replicates (seed= 22062016) 

and considered significant if the 95% Confidence Interval (95%CI) didn’t overlap with 

zero, only β1 coefficients are presented in the text.    
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Results 

Metrics and variant filtering 

WES was performed in 33 HMCLs of European, American or Asian origin, 19 having 

been derived in the presence of exogenous IL6 (Table S1). After global SNP 

enrichment analysis on 609585 bi-allelic SNPs (SNPRelate package19), 3 groups of 

HMCLs were identified: a group gathering HMCLs of Pacific/Japanese origin (AMO-1, 

KMM1, KMS12PE, KMS11, NAN8, OPM2) and a cluster encompassing all other 

HMCLs except MM1S, which was individualized as African ethnicity (Figure S1). To 

remove ethnic-related SNPs, HMCLs were filtered with Global Allele Frequencies, plus 

East Asian frequencies for the Pacific/Japanese cluster and African frequencies for 

MM1S. Because of the lack of normal DNA from patients from whom the HMCLs were 

derived, we could not easily discriminate the constitutive SNPs from the tumor-

associated mutations. Thus, we excluded variants shared by more than 3 HMCLs of 

the 33: indeed, the most mutated genes in HMCLs and myeloma patients 20 i.e., RAS 

and TP53 never displayed more than 3 identical variants across the HMCL collection. 

For NRAS, the most frequent variant was c.38G-A (Gly12Asp) in JJN-3, Karpas620 

and Nan7, while the only TP53 shared variant was 406G-A (Karpas620, XG11). Variant 

effect predictions were carried out as described in the Materials and Methods section. 

We further removed variants of genes uniformly low expressed across the collection 

(maximum of the considered gene inferior to the 1st quartile mean expression of the 

microarray). After filtering, we retained 15 602 variants, spanning over 7 641 genes 

(Maf file, Supplemental Information 2). Most mutated samples were KMM1 and 

KMS12PE with 916 and 755 variants, respectively. The most frequent variant was 

missense (n=14 309; 92%), while frameshifts occurred in 273 variants (1.7%), 

insertions or deletions without frameshifts occurred in 226 cases (1.4%), and 482 

variants (3.1%) were nonsense mutations Figure S2. Single mutations were mainly 

C>T transitions (63%, Figure S3), corresponding to spontaneous deamination of 5-

methyl cytosine. HMCLs age wasn’t associated with a particular mutation (Fisher test, 

FDR >0.05), but younger cell lines displayed a lower mutation load (β=4.29, 95% 

CI=[1.07;9.47]). Mutations were confirmed in 18 genes by direct sequencing of 

RT-PCR products as previously reported for RAS and TP531,9 (Table S2). Although 

amplification of genes was not assessed because of the high number of chromosome 

abnormalities across the HMCL collection, exon losses were reported as described in 

the Materials and Methods section. 
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HMCLs display alterations similar to those in MM cells 

Figure 1 shows the most frequently altered genes across the collection and recurrent 

in MM20-22. Residues modified by mutants are provided in Figure S4. Five genes i.e., 

TP53, KRAS, NRAS, CDKN2C and PRKD2 were altered in at least 21% and up to 67% 

of HMCLs.  

HMCLs shared a similar mutations rate with MM patients, either at diagnosis (DMM) 

or relapse (RMM): DIS3 (12% in HMCLs, 10% in DMM and 13% in RMM), PRDM1 

(3%, 2% and 5%, respectively), BIRC3 (3%, 2 and 3%, respectively) and EGR1 (3%, 

4% and 4%, respectively) , Figure 2. Of note, these very similar rates among HMCLs, 

DMM and RMM were in favor of early pathogenic mutations, poorly affected by 

subsequent treatment selection or cell culture. KRAS mutation rates were roughly 

shared between HMCLs, DMM and RMM (21%, 24.7% and 27%, respectively). By 

contrast, the NRAS mutation rate increased from DMM (19%), to RMM (24%) and 

HMCLs (30%). Similarly, TP53 (67%), CDKN2C (33%), PRKD2 (18%), FAM46C (15%) 

and BRAF (15%) mutation rates displayed a dramatically increased frequency in 

HMCLs compared with those in primary myeloma cells, either in DMM or RMM2,20-24 

(Figure 2). These high frequencies in the FAM46C, TP53, BRAF, and NRAS rates 

might be in line with either successive relapses or secondary plasma cell leukemia 

(PCL), from which HMCLs are mostly derived and as recently shown for secondary 

PCL with 46% of TP53Deletion25-29.  

WES revealed that HMCLs displayed frequent mutations in Fanconi anemia genes 

(PALB2 [12%], FANCI [12%], FANCA [9%], FANCD2 [9%], BRCA2 [9%]) as well as in 

helicases (such as RECQL4, 15%, and BLM, 15%) and epigenetic modifiers (e.g., 

TET2, 15% and SETD2, 6%). FANC family genes were recently reported to be mutated 

mostly in patients at relapse 24,30,31, suggesting that these mutations did not occur in 

vitro in continuously replicating cells but in vivo. While mutations in helicases were not 

frequently found in patients at diagnosis or at relapse20,22,24, the extent of mutations 

increases with treatment among epigenetic modifiers32, especially histone methyl-

transferases (6.9% vs 17%, in DMM and RMM, respectively) and DNA methylation 

modifiers (1.9% vs 8.3%, respectively). On the other hand, genes involved in apoptotic 

pathways (extrinsic, intrinsic, execution) displayed few mutations or deletions, showing 
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that cell death resistance was not associated with major defects in the apoptotic 

machinery. 

These data collectively showed that HMCLs displayed mutations/deletions related to 

myeloma cells from patients at diagnosis (KRAS, DIS3, EGR1, PRDM1 and BIRC3) 

and relapse/progression to PCL (TP53, NRAS, BRAF, FANC genes).  

We further analyzed mutually exclusive and co-occurring mutations/deletions, as well 

as their associations with IgH translocation (Figures S5). Abnormalities in the 

Ras/MAPK pathway were mutually exclusive: KRAS, NRAS, HRAS, FGFR3 (and to a 

lesser extent BRAF) displayed mutually exclusive mutations (p<0.05), and FGFR3 

mutations were exclusively found in t(4;14) HMCLs overexpressing FGFR3 (p=0.003, 

Figure S5). This result suggested that one hit was sufficient to deregulate the MAPK 

pathway. TP53 hits were mutually exclusive to mutations in ATM (p=0.03), as 

previously reported in all B-cell malignancies33. By contrast, several co-occurring 

mutations were found in DNA damage/repair/epigenetic modifiers for instance, in BLM 

and FANCD2, RECQL5 and ATM, HDAC7 and DOT1L (p<0.05). CDKN2A deletion 

was found in HMCLs with CDKN2C mutations/deletions. RECQL4 and BLM mutations 

were significantly associated with t(11;14), p=0.03 and p=0.002, respectively. 

To provide a comprehensive landscape of mutations/deletions, we next performed 

global analysis of altered pathways based on the whole data of the mutated genes. 

 

HMCLs harbor the signatures of dysregulation in Rho GTPase, the cell cycle and DNA 

replication 

Gene Ontology (GO) enrichment analysis showed that most of the dysregulated 

biological processes were related to Rho GTPase signal transduction, Cell cycle/DNA 

replication and DNA damage (check-points before replication, DNA repair, DNA 

unwinding), Figure S6A. GO molecular functions such as helicase activity, nuclease 

activity, and Rho GTPase activity were also highly enriched (Figure S6B-C).  

Reactome Pathway Enrichment analysis revealed oncogenic MAPK signaling. After 

relaxing the q-value at 0.1, pathways involved in DNA repair, p53 regulation of activity 

and DNA double helix-modifying pathways were highlighted, as well as defects in the 

SUMOylation of DNA replication proteins, DNA damage response and repair proteins, 
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cell cycle regulation by p53, resolution of D-loop structures through Holliday junction 

intermediates, and DNA repair (Figure S6D). 

Among cancer-associated pathways, the main KEGG-enriched pathways were the 

Fanconi anemia pathway (q-value=0.006), cell cycle (q=0.01), prostate cancer 

(q=0.02), chronic myeloid leukemia (q=0.03), non-small cell lung cancer (q=0.02), 

bladder cancer (q-value=0.02) and hepatocellular carcinoma (q=0.02) (Figure 6E). 

Non-homologous End joining (q=0.04), platinum resistance (q=0.04), base-excision-

repair (q=0.04) and mismatch-repair (q=0.04) were also enriched in KEGG pathways. 

The prostate cancer, bladder cancer, non-small lung cancer and non-cancer related 

pathways revealed by KEGG enrichment analysis were mostly due to the high 

RAS/BRAF mutation rates. The hepatocellular carcinoma signature was also enriched 

by Wnt signaling mutations, while Breast cancer signature displayed Notch, Wnt and 

PI3K altered signaling.  

Figure S7 summarizes hits in the most dysregulated pathways. While pathway 

dysregulations were globally well balanced among the recurrent translocation 

subgroups, genes encoding helicases were more frequently encountered in t(11;14) 

cell lines (p=0.006). On the other hand, intrinsic apoptosis mutants were more frequent 

in t(4;14), 66% vs 12% (p=0.004).  

 

The extrinsic, intrinsic and executive pathways of apoptosis are mostly unaltered in 

HMCLs 

Thirteen HMCLs displayed one or several mutations in the apoptotic pathway 

(extrinsic, intrinsic and executive), which were heterozygous (except in LP1 that 

displayed a bi-allelic BCL2L11/BIM deletion), Figure 3. To assess the impact of 

mutations, we analyzed the cell death response through either the extrinsic i.e., 

response to Fas/Trail-R agonist receptors (CH11, mapatumumab, or lexatumumab9) 

or the intrinsic pathway of apoptosis i.e., response to BH3-mimetics (ABT-199, A-

1210477 or A-1155463)10,11,34,35, Table S3. Pathway hit scores were calculated 

according to the number of hits in each pathway. No correlation could be drawn 

between the sensitivity to Trail-R agonists or Fas ligands and extrinsic apoptosis hits. 

Similarly, ABT-199/-737 responses did not correlate with intrinsic apoptosis hits. 

Moreover, intrinsic pathway hits were not associated with BH3-profiling i.e., 
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cytochrome C release in response to BIM peptide (Table S3), confirming that the 

heterozygous mutations did not affect the apoptotic responses, Figure S8.  

 

HMCLs with RAS mutation are highly sensitive to trametinib 

Eighty-two percent of HMCLs displayed at least one variant of the MAPK pathway, with 

60% of HMCLs bearing a K-/H-/N-RAS variant (Figure 3 and S9). FGFR3 mutations 

were present in 12% of HMCLs but in 50% of t(4;14) HMCLs with FGFR3 

overexpression (KMS11, LP1, OMP2). Five HMCLs expressed a BRAF mutation with 

BCN displaying 6 non-silent mutations in the PKc-like domain (without evidence of a 

frameshift). BRAF mutations mostly occurred in the PKc-like domain (4 of 5 mutants), 

outside of the V600 codon. Two samples displayed both NRAS and BRAF mutations 

(NAN10 and NAN3). As shown in Figure 4A, RAS-mutated HMCLs displayed 

hypersensitivity to the MEK-1/2 inhibitor trametinib (Mann-Whitney test, p=0.02), while 

FGFR3- or BRAF-mutated HMCLs did not display significant sensitivity. Finally, the 

MAPK pathway hit score was associated with an increased sensitivity to trametinib 

(β1= -1.28, 95% CI= [-1.75;-0.7]), which was related to RAS mutations, Figure 4B.    

 

Abnormalities in cell cycle genes do not favor the response to CDK inhibition 

Approximately half (55%) of HMCLs showed impaired cell cycle regulation, mostly bi-

allelic deletion of the CDKN2C locus (33% of HMCLs), RB1 alterations (12%) or 

CDKN2A alterations (9%), Figure S3 & S5-“CellCycle”. Because deletions in CDKN2A 

or CDKN2C, by contrast to RB1 deletion/mutation, were reported to favor cell cycle 

inhibition by the CDK4/CDK6 inhibitor palbocicib, we assessed whether altered HMCLs 

were sensitive to the inhibitor36. Palbociclib induced an inhibition of cell cycle that was 

correlated to pRb inhibition (β=-25, 95% CI= [-33.8;-2.9]), Figure 5A-C. However, no 

correlation could be found between palbociclib sensitivity and the CDKN2C (p=0.17), 

CDKN2A (p=0.47) or RB1 (p=0.33) status (Mann-Whitney test, Figure 5D). HMCLs 

overexpressing CCND1 with an unaltered RB1 showed a trend for better sensitivity 

than that of other HMCLs (p=0.1), Figure 5E. Conversely, no correlation was found 

between palbociclib sensitivity and either the cell cycle pathway score (β=-0.123, 95% 

CI= [-0.89;0.53]) or CDK4/CDK6 expression levels (β=0.49, 95% CI= [-1.47;1.97] and 

β=-0.02, 95% CI= [-0.46;0.5]), respectively).  
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Overactivation of NFκB by genomic alterations does not confer oversensitivity to 

proteasome inhibitors 

The NFκB pathway was altered in 45% of HMCLs, mostly by inactivating TRAF3 

(frame-shift, non-sense mutation, insertion or deletion) or BIRC2/BIRC3 (homozygous 

deletion) as previously reported in primary myeloma cells20,23. Alterations in the NFκB 

pathway were associated with the overexpression of NFκB signature genes37 (i.e., 

CD74, TNFAIP3, IL2RG, BIRC3 and PLEK), and we further identified that NFE2L3 (a 

downstream target of TNF-α signaling displaying a NFκB site in the promoter) was 

highly expressed in samples harboring NFκB pathway hits, Figure 6. We found no 

correlations between NFκB pathway dysregulation and sensitivity to proteasome 

inhibitors (β=0.2, 95% CI= [-0.25; 0.65] for bortezomib and β=-0.09, 95%CI= [-0.5; 

0.16] for carfilzomib, Figure S8).  

 

p53 and DNA damage pathways are associated with shifts in response to myeloma 

alkylating drugs 

We previously reported that the sensitivity to alkylating drugs was impaired by p53 

deficiency12. We further assessed whether hits in pathway(s) were associated with the 

response to drugs reported to be related to p53 deficiency. As shown in Figure 7, p53 

pathway alterations were associated with a lesser response to melphalan (β=0.58, 

95% CI= [0.08-0.9]) and bendamustine (β=0.63, 95% CI= [0.1-1]). Of note, HMCLs 

harboring a high DNA damage kinase sensor score had high sensitivity to melphalan 

(β=-0.83, 95% CI= [-1.38, -0.27]) and bendamustine (β=-0.93, 95% CI= [-1.52, -0.28]), 

which was related to TP53 status. 

On the other hand, hits in the p53 pathway were also associated with reduced 

sensitivity to lexatumumab (β=0.71, 95% CI= [0.01,1.95]) and with a trend for 

increased sensitivity to mapatumumab (β=-0.79, 95% CI= [-1.24, -0.08]). These 

correlations were related to the direct and indirect p53-mediated regulation of 

TNFRSF10B and TNFRSF10A expression, as previously reported9.  

Correlations between other drugs and pathways are displayed in Figure S8. 
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Deficiency in the DNA repair pathway does not predict the responses to RITA or CX-

5461 

We assessed whether efficacy of DNA targeting drugs could be related to specific 

alterations. We analyzed sensitivity to RITA and CX-5461, which induce DNA 

crosslinking and stabilize DNA G-quadruplex, respectively, and are known to involve 

DNA repair during DNA replication13,38,39. Since p53 is involved in DNA repair, we 

analyzed drug responses according to TP53status of HMCLs. Sensitivity to RITA in 

TP53wt HMCLs was enhanced by mutations in helicases (β=-059., 95% CI= [-1.04, -

0.01]), Figure 7. HMCL sensitivity to CX-5461 was not associated with any genes or 

pathway alterations, Figure S8, although XG11, which displayed a homologous 

BRCA2 mutation, showed the highest sensitivity to CX-5461.   
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Discussion 

WES was performed in 33 HMCLs, including 19 that had not been reported yet. HMCLs 

selected in this study were established between 1965 and 2015 in Europe, USA or 

Japan, and in the presence or absence of added recombinant IL6. While HMCLs’ ages 

spanned from ~55 years to 3 years old, mutation load was similar among those, even 

if more recent HMCLs display lower mutation load. Our analysis showed that mutated 

genes were shared between HMCLs and primary myeloma cells, whatever the organ 

origin of samples that gave rise to the cell lines. Although HMCLs always emerged 

from patients with extra-medullary disease, no strong comparison could be made with 

primary or secondary PCL because of the very low number of sequenced PCLs yet. 

We thus compared mutation frequency with primary cells at diagnosis and at relapse 

(without any indication of medullary or extramedullary disease). The frequency of 

mutated “myeloma” genes in HMCLs was identical, lower or higher when compared to 

primary cells at diagnosis or relapse20-22. While mutation rate in KRAS was similar 

between HMCLs and primary myeloma cells, the frequencies of TP53 (67%), CDKN2C 

(33%), PRKD2 (21%), FAM46C (15%) and BRAF (15%) dramatically increased 

compared to primary myeloma cells, either in DMM or RMM. The high TP53 

abnormality frequency (67%) in HMCLs identified by WES in our study (and confirmed 

by direct RT-PCR sequencing1) was not in good agreement with a previous WES study 

reporting a rate of 21% in HMCLs40.  

Our results clearly confirmed a major alteration in both proliferation control, with either 

loss of suppressor (TP53, CDKN2C, RB1) or acquisition of activator (BRAF, RAS) and 

in tumor suppression/drug response (TP53, FAM46C), as in most if not all cancers41. 

Because the loss of function of TP53, FAM46C or CDKN2C are not directly targetable, 

drugs bypassing these proteins or exploiting their loss consequences are required. 

Indeed, as shown in Figure 5, cells lacking CDKN2C expression were sensitive to the 

CDK4/6 inhibitor palbociclib, especially in the CCND1 group. This CCND1 impact was 

surprising because palbociclib is efficient against all CDK-CCND complexes i.e., 

CDK4/CCND1, CDK4/CCND3 and CDK6/CCND242. Of note, CCND2 myeloma cells 

overexpress CDK6 and CDK4 while CCND1 myeloma cells overexpress CDK4 but not 

CDK6, suggesting that CDK4 is empty of cyclin D in CCND2 myeloma cells (Figure 

S10). This free CDK4 pool might explain the low efficiency of palbociclib in CCND2 

HMCLs. Palbociclib has shown no global efficiency in MM patients without indication 
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of their subgroup origin and their CCND1 expression43. However, since it is efficient (in 

combination) in patients with tumors overexpressing CCND1 such as mantle cell 

lymphoma or HR+ breast cancer, we can hypothesize that it should be efficient in 

t(11;14) patients (without Rb deficiency)44,45. Concerning TP53, we previously 

described p53 independent drugs, which were efficient whatever TP53 status, such as 

PRIMA-1Met that targets glutathione or BH3 mimetics that target anti-apoptotic 

proteins6,11. We also reported that loss of p53 function favors Measles virus replication 

and cell death in myeloma cells46. FAM46C was recently been shown to encode for a 

non-canonical poly(A) polymerase and its over expression in MM cells induced cell 

death47. FAM46C is a type I IFN-stimulated gene and it might modulate virus replication 

such as the Yellow Fever Virus (YFV) and the Venezuelan Equine Encephalitis Virus 

(VEEV)48. Of note, anti-viral type I IFN pathway appeared highly impaired, suggesting 

defects in infection defense that might be exploited using oncolytic viruses such as 

Measles virus46,49.  

Concerning mutations with gain of function such as RAS mutations, we showed that 

sensitivity of HMCLs to MEK1/2 inhibitor trametinib was associated to RAS mutations 

but not to FGFR3 or BRAF mutations, which also impaired MAPK pathway. This 

surprising result suggests that mutations in RAS, BRAF and FGFR3 do not similarly 

deregulate MEK1/2 and MAPK pathway and requires further investigations. The RAS 

impact will be assessed in an ongoing clinical trial (NCT03091257) evaluating 

dabrafenib and/or trametinib in patients with relapsed and/or refractory multiple 

myeloma patients according to their BRAF/RAS mutation.  

The high percentage of altered genes in DNA/chromatin repair/regulation, Fanconi 

pathway and chromatin/DNA modification, might be related to the frequency in 

relapsing patients32. Because of the lack of specific drugs, we could not directly assess 

the functionality/vulnerability of these pathways, which require a deep investigation. Of 

note, mutations in Fanconi genes were recently reported in patients at relapse, 

suggesting that drug escape might involve this pathway. HCLMs exhibiting such 

“BRCAness” will be a good model for assessing efficiency of drugs like USP1 and/or 

PARP inhibitors23,31,50. 

On the other hand, no major alteration was found in apoptosis pathway, either 

extrinsic/intrinsic or executive, showing that resistance to cell death was rather 
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upstream of the mitochondria. In good agreement with the low number of alterations in 

apoptosis pathway, HMCLs were highly primed for death as shown by their BH3-

profiling and their high response rate to BH3 mimetics11,51, Table S2. Considering the 

huge difference between cell responses to DNA damaging drugs and BH3 mimetics, 

loss of response was not on the mitochondrial side, and BH3 mimetics appear thus of 

major interest to target MM cells whatever their genomic alterations or responses to 

classical myeloma drugs. 

In summary, WES suggests that HMCLs harbor enriched mutations and defects in cell 

cycle, p53, DNA recombination, NFκB, and epigenetic genes. Importantly, some very 

early pathogenic events such as IgH translocations and MAPK pathway mutants are 

stable over time and are not enriched by in vitro long-term culture, thus making HMCLs 

a reliable drug screening model for refractory patients at diagnosis or relapse. What’s 

more, detection at diagnosis of mutations/deletions in genes associated with 

progression and HMCLs (i.e., CDKN2C, FAM46C, TRAF3, PRKD2) might identify 

particularly aggressive sub-clones warranting adapted treatment strategies and 

surveillance. WES results suggest that in addition to target apoptosis using BH3 

mimetics and the antiviral deficiency using oncolytic viruses, targeting DNA damage, 

DNA recombination and epigenetic modifiers should be further investigated and might 

offer significant options for high-risk and refractory patients, including extramedullary 

diseases. 
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Figure Legends 

Figure 1. Oncoprint of the most frequently mutated and/or deleted genes in HMCLs.  

HMCLs were ranked according to the most frequent abnormalities. Several events 

affecting the same cell line (mutations and deletion) were represented in the same slot. 

The number of cumulative events per HMCL is indicated on the top of the graph.  

 

Figure 2. Comparison of the gene mutation/deletion frequency in HMCLs with MM 

patients at diagnosis and relapse. The frequency of mutation/deletion at diagnosis (x-

axis) was plotted against that at relapse (y-axis, blue). HMCL hit frequencies are 

represented in red dots. The dashed line represents the theoretical identical ratio 

between diagnosis and relapse. 

 

Figure 3. Oncoprint of altered pathways in HMCLs 

Oncoprint of frequently altered pathways was performed as described in the Materials 

and Methods section. Oncoprint was performed with ComplexHeatmap R-package. 

 

Figure 4. The sensitivity to trametinib is associated with RAS mutation.  

A: Cells were cultured for 4 days with increasing concentrations of trametinib, and the 

sensitivity was determined by the area under the curve (AUC) using the MTT assay 

and expressed as z-score. Analysis was performed as a function of mutations in the 

MAPK pathway (Mann-Whitney test).  

B: Trametinib response associated with dysregulation in the MAPK pathway. Robust 

linear regression is displayed; regression line was drawn according to coefficients 

obtained after 5000 bootstrapped replicates. Points were jittered for clarity.  
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Figure 5. The sensitivity to palbociclib is associated with the lack of RB1 

deletion/mutation in CCND1+ HMCLs.  

A. Cells were cultured for 24 hours with palbociclib (500nM), and the cell cycle (A) and 

Rb phosphorylation (B) were assessed by propidium iodide staining and Western 

blotting, respectively.  

B Cells were cultured for 24 hours with 500 nM palbociclib, and Rb phosphorylation 

was assessed by western blotting. 

C-D-E. Cells were cultured for 4 days with increasing concentrations of palbociclib, and 

sensitivity was determined by the area under the curve (AUC) using the MTT assay. 

C: Correlation between S/G2 phase inhibition and palbociclib sensitivity (AUC z-score), 

bootstrapped robust linear regression. D,E: Palbociclib sensitivity according to either 

the CDKN2A/CDKNC status or MM molecular classification. RB1 abnormal HMCLs 

are indicated. 

 

Figure 6. Mutations/deletions in the NFκB pathway genes are correlated with the 

overexpression of NFκB target genes.  

A. The expression of genes significantly associated with mutation/deletion in NFκB 

pathway genes was identified using the limma algorithm. Clustering was performed 

with the most significant genes.  

B. Representation of the NFκB pathway hits according to HMCL classification in A. 

 

Figure 7. Significant associations between dysregulated pathways and drug 

responses.  

The number of hits in each pathway was plotted against the drug z-score. Robust linear 

regression is displayed; regression line was drawn according to coefficients obtained 
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after 5000 bootstrapped replicates. Only significant associations of tested drugs with 

the pathways of interest are displayed. 

A. Drug responses associated with dysregulation in the p53 pathway. 

B. Drug responses associated with dysregulation in the DNA damage pathway. 

C. Drug responses associated with dysregulation in the MAPK pathway. 

D. RITA sensitivity correlated with the helicase hit scores in TP53wt HMCLs. TP53wt 

and TP53Abn HMCLs are represented by black and red dots, respectively. The LD50 of 

RITA was determined as previously described13. *: Not statistically significant.  
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Supplementary Methods 

Cell Lines  

Gene expression profile of HMCLs has been previously published1. Expression levels 

were processed from CEL files by GCRMA2 and further normalized (inter-batch) by 

quantile-normalization3,4. 

Whole Exome Sequencing 

DNA was extracted from cell lines and sheared, degradation was controlled by 

migration on agarose gel (1%), purity was assessed by NANODROP (260nm/280nm 

ratio between 1.7-2 and 260nm/230nm ratio superior to 1.4). Double stranded DNA 

was dosed by PicoGreen and 3µg of DNA was further processed. After sequencing, 

for sakes of parallelization, samples were processed individually. Reads were aligned 

to the GRCh37 human reference genome using BWA (v0.7.10-r789)5. Duplicated 

reads were marked by Picard tool (v1.119), indels were realigned around capture (+/-

500bp) and base quality recalibration was finally performed (Genome Analysis Toolkit, 

(GATK, v3.2.2).  

Copy Number Variation (CNV) calling was performed with two techniques: 

ExomeCOPY using Hidden Markov Model 6 and CANOES 7 which used a negative 

binomial regression. Briefly, read counts were obtained by bedtools on a bed list of 

ensemble canonical exon regions. Only regions with a mapping quality >20 were 

retained. GC content was assessed by GATK (GCContentByInterval) on the intervals. 

CANOES was executed with a probability of CNV event of 1e-6. Exome Copy was 

executed with the following parameters: goto.cnv=1e-3, expected CNVs (S): n=0-4, 

init.phi=”counts”, goto.normal=1/20. Results were validated by visual inspection of 

BAM read depth in Integrative Genomics Viewer8. 
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Functional assays 

Cell count and viability were measured using MMT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, SIGMA) assay. Briefly, cells were incubated in 96-well 

microplates (triplicate wells) for 48 hours (Bortezomib, Carfilzomib, CX4615), 72 hours 

(Pomalidomide, Bortezomib, Carfilzomib) or 120 hours (Trametinig, Palbociclib) before 

MTT reaction. Wells were submitted to lysate and absorbance was measured at 

550nm. Results were expressed as the percentage of control wells. All experiments 

were replicated 4 times. Response to Melphalan, Bendamustine, FAS and TRAIL-R 

agonist antibodies, PRIMA-1Met, RITA, nutlin3a, dexamethasone, ABT-737 and ABT-

199 were previously reported9.  

Statistical Analyses 

For Reactome, KEGG and GO annotations, only genes with at least 2 mutants after 

filtering were considered. MAF manipulation was performed by maftools packages10, 

oncoprints, heatmaps and circular diagrams were generated by ComplexHeatmap 

package. Area Under the Curve was estimated with Graphpad Prism v7.0 for 

Palbociclib (0-1µM), CX5461(0-1µM) and Trametinib (0-25nM). Pathway scores were 

calculated as the sum of all genes in the considered pathway. Regarding low number 

of samples, regression between scores and drug responses were calculated by robust 

linear regression using a M estimator (rlm, MASS package). Coefficients were further 
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bootstrapped by Boot function (car package), with 5000 replicates (seed= 22062016) 

and considered significant when 95% Confidence Interval (95%CI) didn’t overlap with 

zero, only β1 coefficients are presented in the text.  If matrix was singular for rlm 

regression, a neglectable amount of noise was added to pathway hits scores (noise 

from a normal distribution, with mean of zero and variance of 1e-5). Patients microarray 

data were obtained from NIH Gene Expression Omnibus under accession number 

GSE265811, as raw data were not provided, MAS5 were simply normalized by quantiles 

and log2 transformed. 
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Supplementary Tables 

HMCL 
Name 

IL-6 
dependence1 Year2 Disease3 

Patient 
sample4 Gender Isotype 

t(14q32 
or 

22q11 ;) Target genes 

Number of 
genes 

mutated/deleted 
          
U266 - 1965 MM PB M El t(11;14) CCND1 427 
L363 - 1977 PCL PE F NS t(20;22) MAF-B 429 
MM1S - 1980 PCL PB F Al t(14;16) c-MAF 520 
KMM1 - 1980 MM SC M l t(6;14) CCND3 843 
AMO1 - 1981 PCT (D) AF F Ak t(12;14) unknown 473 
NCI-H929 - 1984 MM PE F Ak t(4;14) MMSET/FGFR3 412 
OPM2 - 1985 MM PB F Gl t(4;14) MMSET/FGFR3 496 
LP1 - 1986 MM PB F Gl t(4;14) MMSET/FGFR3 369 
Karpas62
0 

- 1987 P-PCL(D) PB F Gk t(11;14) CCND1 346 

KMS11 - 1987 MM PE F Gk t(4;14) MMSET/FGFR3 508 
KMS12PE - 1987 MM PE F NS t(11;14) CCND1 686 
JJN3 - 1987 MM PE F Ak t(14;16) c-MAF 429 
SKMM2 - 1989 PCL PB M Gk t(11;14) CCND1 389 
JIM3 - <1990 MM PE F A t(4;14) MMSET 428 
          
XG1 ++ 1990 MM PB M Ak t(11;14) CCND1 448 
XG2 ++ 1990 MM PE F Gl t(12;14) unknown 473 
XG3 ++ 1990 P-PCL (D) PE F l t(14 ;?) unknown 374 
XG5 ++ 1990 MM PB F l t(11;14) CCND1 431 
XG6 ++ 1990 MM PB F Gl t(16;22) c-MAF 565 
XG7 + 1990 MM PB F Ak t(4;14) MMSET 399 
XG10 + >1990 PCT AF F Ak t(14;?) unknown 490 
XG11 ++ >1990 PCL PB F l t(11;14) CCND1 355 
XG16 + >1990 PCL PB M k none none 374 
BCN + 1996 MM PB F Gk t(14;16) c-MAF 503 
MDN + 1997 PCL PB M Gk t(11;14) CCND1 385 
          
NAN1 + 2000 MM PE M Ak t(14;16) c-MAF 430 
NAN3 + 2001 MM PE F Ak t(4;14) MMSET 341 
NAN6 + 2005 MM PB F Ak t(14;20) MAF-B 428 
NAN7 + 2007 P-PCL PB F k t(11;14) CCND1 308 
NAN8 + 2010 P-PCL (D) PB F A t(4;14) MMSET/FGFR3 483 
NAN9 + 2011 PCL PB F A t(4;14) MMSET/FGFR3 351 
NAN10 + 2012 PCL PB M l t(11;14) CCND1 388 
NAN11 + 2015 P-PCL PB M Gl t(14;16) c-MAF 290 

 

Table S1. Characteristics of the 33 HMCLs. 1: IL6 derived HMCLs, -: IL6-

independent, *: autocrine stimulation, +/++: IL6-dependency, 2: year of generation of 

HMCL, 3: Plasma Cell disorder classification: MM: Multiple Myeloma, PCL: Plasma cell 

Leukemia, PCT : plasmacytoma, D : Diagnosis, P-PCL : Primary Plasma Cell 

Leukemia, 4: Patient sample origin: PB: Peripheral Blood, PE: Pleural Effusion, AF: 

Ascite Fluid, SC: Sub-Cutaneous. 
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Table S2: Direct Sequencing Primers. h: heterozygous; H:  Homozygous 

  

Gene Forward primer Reverse primer HMCLs 

A
M

O
1 

B
C

N
 

JI
M

3 

JJ
N

3 

K
62

0 

K
M

M
1 

K
M

S1
1 

K
M

S1
2P

E 

LP
1 

M
D

N
 

M
M

1S
 

N
A

N
1 

N
A

N
10

 

N
A

N
11

 

N
A

N
3 

N
A

N
6 

N
A

N
8 

N
C

I-H
92

9 

O
PM

2 

U
26

6 

XG
1 

XG
10

 

XG
11

 

XG
16

 

XG
3 

XG
5 

XG
6 

XG
7 

HRAS aggagaccctgtaggaggac CAGGATGTCCAACAGGCACG NAN11                              h                             
BRAF ACACTTGGTAGACGGGACTC GAGGCGAGAATTTGGGGAAAG NAN10  U266 NAN1 BCN   h                   H h             h                 
FGFR3 CTGTCGAGCCACCAATTTCA GGATGAACAGGAAGAAGCCC KMS11                H                                           
FANCA TCAGATACTCACTCACAGCCC ACCAACTCCTCTGCACTCAG MDN                      h                                     
FANCD2 GAAGGGGAAGGTGCTCACTC GGAGGATGTCTTGCTGCCAT KMM1 KMS12             h   h                                         
FANCE ACTGGGGTCGCTTGCTCG ATCCCTTCGCAGCAATTCCC XG3                                                    H       
FANCG CTTGGAGCTGACTGTCACCT CTCAATGAGAAACTGCGGGG XG3 XG7                                                   h     H 
FANCI CCTGTCATCCTCTCAGTGCA CCAGCTGAGAGTTCCTTCGA XG1 XG16 NAN6                                h         h     h         
FANCL TCATCTCGGCTCAGGGAAGA GAACTGGGGAGGAGGAGGTA BCN      h                                                     
FANCM-PCR1 AAAGACCTTTATTGCCGCCG CCTGTCATTTCGGCCATGTG K620            h                                               
FANCM-PCR2 TGCGTAGTCCAATGATGAACA CCTCCTCACTTGAATCATCTGGT KMS12PE                  H                                         
ATM-PCR1 GGCTATTCAGTGTGCGAGAC ATGTCGCTGTTGGGGTAGAA AMO1    H                                                       
ATM-PCR2 TGATGCACTTCCATTGACAAGAC AGGACCCACTTCTCCCAAGC XG6                                                        h   
ATR-PCR1 ACTCTCAGCCAACCTCCGTG TCATGACCACTGGCCATTCC KMS11                h                                           
ATR-PCR2 TTCCCTTGAATACAGTGGCCT GACAGTCCTTGAAAGTACGGC BCN      h                                                     
ATR-PCR3 CAGCATCTGTCTCTGGAGCA TCTTGTTTTCGCACGTCAGCA KMM1              h                                             
BRCA1 TGCAGTGTGGGAGATCAAGAATT ACACAGGGGATCAGCATTCA NAN8                                    h                       
BRCA2 CTGGCAGCTATGGAATGTGC GAAAGGGATGACACAGCTGC NCI-H929                                      H                     
TRAF3-PCR1 CTGCTGAAGGAGTGGAGCAA CGCTGCTCTTCATGCTGTCT LP1                    H                                       
TRAF3-PCR2 AGATGTGTGCCAGGGTCTAC  ACTTATCAGGGATCGGGCAG NAN10  MM1S U266                      H   h             H                 
BAX CGCGGACCCGGCGAGAG CACAGTCCAAGGCAGCTGGG KMS11 OPM2               h                     h                     
BAK1 CCGACGCTATGACTCAGAGT ATGCTGGTAGACGTGTAGGG XG7                                                          h 
APAF1-PCR1 GAGAAGCTCTGGAAAAGGACA ATGGAGAAGGGCAGCAAGAT NAN8                                    h                       
APAF1-PCR2 CAGTCCAGGTTTCAGCACAA CCATCAAATGACCAAGAAAGC JIM3 L363 NAN6 XG7                                                         
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Table S3: HMCLs’ main characteristics and drug screenings. Results are expressed as z-scores of sensitivity (mean-centered). LD50: Lethal 

Dose 50, I: Inhibition, CD: Cell Death at fixed dosing, MP: Mitochondrial Priming 
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AMO1 -0,29 -0,28 -1,34 0,35 -1,62 0,92 1,22 0,67 3,04 2,99 1,47 NA 1,65 0,52 0,67 0,41 -0,47 0,38 
BCN -0,98 -1,15 -1,34 0,46 0,44 1,36 0,60 -2,50 -1,35 -0,39 -0,38 NA 0,23 -0,80 0,47 0,53 1,35 0,26 
JIM3 2,05 0,97 0,70 4,42 0,87 1,23 -0,03 -0,69 1,28 0,03 1,47 0,17 1,12 1,22 1,44 -0,02 1,32 0,51 
JJN3 0,77 1,00 0,70 -0,74 0,87 1,36 -1,43 0,21 -0,15 -0,53 -0,68 NA NA NA -0,07 0,14 0,97 0,14 
K620 0,49 -0,09 0,70 -0,60 0,82 -1,22 0,53 0,33 1,36 0,60 NA 0,51 -1,44 -0,16 -1,41 -2,12 1,58 0,49 
KMM1 0,09 -0,47 0,70 1,05 0,22 -0,81 -0,68 0,67 -0,10 -0,01 1,47 -0,07 1,46 1,28 0,82 0,62 -1,20 0,17 
KMS11 -0,18 1,47 0,70 -0,24 0,48 -1,06 -1,68 0,04 -0,45 2,99 -0,22 NA NA NA -0,07 0,25 0,74 0,17 
KMS12PE 2,05 1,25 0,70 1,10 0,31 -1,03 -0,90 0,67 1,69 -0,53 -0,41 -0,04 -0,91 0,83 -1,41 -1,68 0,74 0,35 
L363 0,59 1,10 0,70 0,13 0,44 0,41 0,91 -0,97 0,44 -0,53 -0,75 -1,09 -0,65 0,42 0,42 0,41 -0,28 -0,13 
LP1 1,13 -0,39 0,70 -0,24 0,87 0,10 0,25 0,61 0,29 0,69 -0,22 NA -1,18 1,68 0,55 0,69 1,03 -0,58 
MDN -1,44 -1,62 -1,43 0,79 -1,70 -1,09 -1,33 0,67 -0,94 -1,11 -0,87 NA -1,47 -1,13 -0,95 -2,32 0,04 0,64 
MM1S -1,07 -0,01 -1,34 -1,04 -0,80 0,92 1,09 -1,31 -0,15 -0,34 1,47 -0,91 0,43 -0,81 1,44 0,53 0,55 0,59 
NAN1 0,58 1,29 0,70 0,07 0,82 -1,60 0,35 0,27 0,64 -0,34 -0,87 -0,36 0,85 1,17 -0,07 -0,11 -0,63 0,52 
NAN10 -0,84 -1,14 0,70 -0,71 0,91 0,22 0,13 0,61 0,06 -0,53 1,47 2,71 -0,39 -1,67 -0,79 -0,50 0,11 0,59 
NAN11 -0,34 -0,82 -1,45 -1,08 -1,49 -0,31 -1,61 0,50 0,23 -0,62 -0,87 0,53 0,45 -1,08 -0,26 0,53 -0,28 NA 
NAN3 -0,10 -0,34 0,70 -0,65 0,87 0,00 -0,21 -0,58 -0,79 -0,53 -0,44 0,38 NA -1,39 0,52 0,62 -0,57 0,38 
NAN6 -1,13 -1,21 0,70 -0,04 0,78 -0,31 -0,12 -0,18 -1,09 -1,28 -0,58 NA NA NA -0,53 0,39 -1,27 0,45 
NAN7 -0,44 0,47 0,70 -0,18 0,65 0,82 -1,21 0,67 -0,73 -0,41 1,47 NA NA NA -1,94 -1,57 -0,60 0,52 
NAN8 0,51 -0,45 0,70 1,07 0,91 0,92 1,22 -2,61 -0,61 0,48 -0,80 0,02 -0,35 1,00 0,47 0,44 0,87 -0,03 
NAN9 -0,92 -0,28 -1,42 -1,04 -1,79 1,39 1,19 0,67 -1,53 0,48 -0,65 NA NA NA 0,29 1,17 -1,30 0,45 
NCI 0,08 -0,51 -1,34 -0,57 -1,36 0,85 1,28 0,38 -0,79 -0,53 -0,87 -0,32 0,29 -0,04 0,43 0,62 -1,24 0,51 
OPM2 1,08 1,00 0,70 -0,43 -1,66 -1,22 -0,09 -2,83 -1,07 -0,79 -0,87 1,12 -1,62 0,52 0,36 0,62 -1,24 0,54 
SKMM2 -0,16 1,61 0,70 0,02 0,27 -1,38 -1,52 0,16 1,74 0,01 -0,43 NA NA NA -2,24 -2,12 1,22 -2,39 
U266 1,84 1,64 0,70 0,13 0,87 0,29 1,00 0,33 0,16 1,98 1,47 -0,11 0,72 -0,65 1,44 0,80 1,51 0,12 
XG1 -0,84 -1,36 0,70 0,24 0,78 -0,22 1,13 0,67 -0,05 -0,53 -0,87 NA NA NA 1,44 0,75 -0,18 -0,32 
XG10 -1,12 -0,69 -1,51 -0,18 0,05 -1,50 -1,27 0,67 0,16 -0,46 NA 0,00 -0,64 -0,55 0,47 0,46 -0,85 0,55 
XG11 -1,20 -1,43 0,70 -0,29 0,14 -0,78 -0,03 0,67 0,13 0,36 1,47 -2,23 -0,23 -1,13 -0,95 0,34 0,97 -3,47 
XG16 -1,35 -0,61 0,70 -0,75 -1,02 -0,69 -0,99 0,55 0,00 0,57 NA NA 1,52 0,42 -0,95 0,34 -0,76 NA 
XG2 0,67 0,81 0,70 -0,26 0,87 -0,56 -1,02 -0,58 -0,10 -0,53 -0,75 NA NA NA 0,09 0,41 -0,12 0,31 
XG3 -0,60 -0,15 -1,30 -0,90 -2,13 1,36 0,44 0,44 -1,42 -1,11 -0,87 NA NA NA 0,29 0,47 -1,36 0,59 
XG5 0,67 1,10 0,70 0,15 0,14 -0,75 0,91 0,67 0,64 -0,36 1,47 0,31 NA NA -1,57 -2,12 1,48 0,16 
XG6 -0,77 -1,26 -1,43 -0,54 -0,25 1,23 0,78 0,50 0,08 -0,18 -0,60 -0,61 -0,46 1,07 0,34 0,41 -0,92 0,24 
XG7 1,18 0,53 -1,41 0,52 0,44 1,17 1,09 0,67 -0,63 0,46 -0,29 NA 0,61 -0,71 1,30 0,62 -1,24 -2,70 
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Supplementary Figures 

 

Figure S1: SNP analysis of 33 HMCLs. Samples SNPs (n= 609585) were analyzed 

by SNPRelated package. A: Principal Component Analysis was conducted on 6513 

SNPs (475289 SNPs were kept after filtering of 10258 non-autosomes and 124038 

monomorphic SNPs, this set of SNPs was further pruned to a reduced set of SNPs in 

order to limit strong influence of SNPs clusters). B: Hierarchical clustering of distance 

between points (PCA coordinates), groups were determined by k-means (k=3).  
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Figure S2: Mutants Classification according to Variant Effect Predictor. A: 

absolute count of abnormalities. B: Log10 transformation of absolute count of 

abnormalities. 
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Figure S3: Genomic signatures. A: base change and global ratio of Transitions and 

Transversions. B: Base-change by HMCL. C: Mutation signature as assessed by non-
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negative Matrix Factorization, signature profiles were correlated with known signatures 

https:/cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures) derived from Alexandrov et al.12. 

 Figure S4: Lollipop Plots. 

Lollipop plots of considered variants are available online.  

Lollipop plots were drawn from maftools R package. Height of lollipop indicates 

occurrence of variants. Only amino-acid variants are represented.   

  

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures
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Figure S5: Somatic Interaction Plot. Fisher test was performed on most frequent 

variants (n>2). Only significant associations or exclusivity are displayed. Genes were 

sorted according to interactions between genes among HMCLs (adapted from 

Gerstung et al.13.   
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Figure S6: GO, Reactome and Kegg pathway enrichments. 

A) GO Biological Processes Enrichment 
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B) GO Molecular Function Processes Enrichment 
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C) GO Cellular Component Enrichment 
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D) Reactome Pathway Enrichment 
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E) Kegg Enrichment 

 

  



104 
 

 

Figure S7: Chord Diagram of pathway hits relative to recurrent translocation 
subgroup. Pathway sizes are proportional to their number of hits. Significant 

associations are outlined in black. 
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Figure S8: Drugs responses according to pathway hits. Robust linear regression 
coefficient is displayed; regression line was drawn according to coefficients obtained 
after 5000 bootstrapped replicates. Only significant associations of tested drugs with 
the pathways of interest are displayed. Mel= Melphalan, benda= Bendamustine, 
palbo=Palbociclib, tram2= trametinib, mapa= Mapatumumab, nut= Nultin-3A, Prima= 
Prima-1Met, lexa= lexatumumab, dexa= dexamethasone, poma= pomalidomide, btz= 
bortezomib, cfz= carfilzomib, a11= A-1155463, a12= A-1210477.  
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Sup. Figure 9: Oncoprints by pathway of mostly mutated genes
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Figure S10: CDK4 expression according to CCND1 expression in HMCLs (A) and 
Myeloma patients (B). CDK6 Expression according to CCND1 expression in 
HMCLs (C) and Myeloma patients (B). Robust linear regression is displayed; 

regression line was drawn according to coefficients obtained after 5000 bootstrapped 

replicates. Only significant associations of tested drugs with the pathways of interest 

are displayed. 
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Mise à jour des données de PRIMA-1Met dans le MM 

 

Au cours de mon Master 2, nous avons évalué l’efficacité de PRIMA-1Met dans le MM, 

et publié ces résultats (Tessoulin et al., 2014)(article 3 en Annexe).  

Les principaux résultats de notre étude sur PRIMA-1Met étaient les suivants : 

- La sensibilité à PRIMA-1Met était hétérogène au sein des HMCLs, et cette 

sensibilité n’était pas corrélée au statut p53 des HMCLs. 

- L’utilisation de PRIMA-1Met n’était pas associée à la surexpression des cibles de 

p53 (p21 ou TNFRSF10B) mais augmentait l’expression de Noxa.  

- L’extinction stable de p53 dans les lignées de MM (p53wt, p53R282W) ne modifiait 

pas la sensibilité à PRIMA-1Met.  

- La sensibilité à PRIMA-1Met était associée à une majoration des espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) et à une chute du taux intracellulaire de glutathion. 

Cette perte de glutathion total sans apparition de glutathion oxydé détecté était 

en faveur d’une séquestration directe par Prima-1Met (et non pas d’une simple 

oxydation).  

- L’utilisation de la N-Acétyl-Cystéine ou de Gluthation inhibait la cytotoxicité de 

PRIMA-1Met, tandis que l’association avec le L-Buthionine Sulfoximine 

(inhibiteur irréversible de la γ-glutamylcystéine synthase, γ-GCS) était associée 

à un effet synergique majeur dans les HMCLs, les cellules primaires de patients 

et les xénogreffes tumorales.  

Au total, nous démontrions dans le MM que la sensibilité à PRIMA-1Met n’était 

probablement pas liée à une réactivation de p53 (PRIMA-1Met était efficace dans les 

cellules p53KO, p53Non-exprimé, ou p53wt), et que son efficacité était associée à un 

déséquilibre de la balance oxydo-réductive (possiblement par séquestration du 

glutathion).  

Cependant, le mécanisme de mort n’était pas connu et nous n’avions pas identifié de 

cible intracellulaire. Un article publié par Peng en 2013, évoquait également ce lien 

avec les espèces réactives de l’oxygène via une interaction avec la Thioredoxin 

Reductase-1 (TXNRD1) (Peng et al., 2013). 
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Compte-tenu de ce lien décrit avec la TXNRD-1, nous avons travaillé sur PRIMA-1Met 

et l’Auranofin (inhibiteur de TXNRD-1) pour améliorer la compréhension que nous 

avions de PRIMA-1Met.  

L’auranofin et PRIMA-1Met présentent un même profil de cytotoxicité dans les HMCLs et 

les cellules primaires de patients 

La sensibilité à PRIMA-1Met et l’auranofin sont corrélées dans les HMCLs (β=7.34, 

95%CI=0.7-15), cependant de nombreuses lignées sont en dehors de la zone de 

régression. La corrélation au sein des cellules primaires de patients est positive, bien 

que le faible nombre d’échantillons ne permette pas d’atteindre un seuil 

statistiquement significatif (p=0.1), Figure 1A-B.  

 

 Figure 1. Lien entre sensibilité à PRIMA-1Met et Auranofin dans les HMCLs 
et cellules primaires de patients. A. Corrélation entre DL50 de PRIMA-1Met 

et Auranofin. Les lignes bleues représentent 1000 régressions linéaires 
robustes, issues du bootstrap des échantillons et leur enveloppe à 95% 
(ligne pointillée). B. Corrélation entre le taux de mort à Prima-1Met et 
l’Auranofin dans les échantillons primaires de patients. C. Synergie du BSO 
avec Prima-1Met et l’auranofin dans les HMCLs. D. Synergie du BSO avec 
Prima-1Met et l’auranofin dans les cellules primaires de patients. DL50 : dose 
létale 50, CD138+ : la perte du CD138 est corrélée à la mort des 
plasmocytes. 
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Afin de valider le rôle de l’auranofin, nous l’avons combinée au L-Buthionine 

Sulfoximine (BSO), inhibiteur irréversible de la γ-GCS, qui permet la synthèse du 

glutathion à partir du glutamate. De la même façon que PRIMA-1Met, l’auranofin 

présente une forte synergie avec le BSO dans les HCMLs (p= 0.01) et les cellules 

primaires de patients (p=0.03), Figure 1C-D.   

La mort induite par PRIMA-1Met et l’Auranofin est Bax/Bak indépendante 

Afin d’étudier la mort induite par ces deux molécules, nous avons utilisé deux modèles: 

une extinction transitoire par siRNA de Bax et de Bak dans 2 HMCLs sensibles à 

PRIMA-1Met (OPM2 : TP53R175H et LP1 : TP53E286K) et dans une lignée rendue 

résistante à l’ABT-199, l’inhibiteur spécifique de BCL-2 (XG5ABT-R). Cette dernière 

lignée a été obtenue par exposition continue à des doses croissantes d’ABT-199 et est 

caractérisée par une perte de Bax/Bak et une diminution de la sensibilité aux alkylants 

et aux inhibiteurs du protéasome (Dousset et al., 2016). La mise sous silence de 

Bax/ou Bak n’a pas d’impact sur la sensibilité à PRIMA-1Met (OPM2/LP1) ou à 

l’auranofin (LP1), Figure 2-A. De la même façon, la sensibilité de la lignée parentale 

XG5ABT-S est superposable à celle de la lignée dérivée XG5ABT-R, avec l’Auranofin et 

PRIMA-1Met, Figure 2-B.   
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Figure 2. La mort induite par PRIMA-1Met et l’auranofin est Bax/Bak 
indépendante. A : incubation 24H par siRNA, puis 48H de traitement. Les 
Western-blots, représentatifs, sont fournis. B. Les lignées XG5ABT-S(ligne 
pleine) et XG5ABT-R (ligne pointillée) ont été traitées 48H par l’association 
PRIMA-1Met ou Auranofin avec (rouge) ou sans BSO (bleu, 250µM).  

 

La mort induite par PRIMA-1Met est majoritairement caspase-dépendante 

L’absence de dépendance à la dépolarisation mitochondriale induite par les BH3-

activateurs Bax et/ou Bak est commune à l’Auranofin et à PRIMA-1Met. L’utilisation de 

l’inhibiteur pan-caspase Z-VAD n’a aucun effet sur la sensibilité à l’auranofin (p=1). 

Cependant, l’utilisation du Z-VAD sur les lignées de MM traitées par Prima-1Met est 

associée à la diminution de la toxicité dans la majorité des lignées (p=0.001), de façon 

hétérogène, Figure 3. Dans les lignées XG5ABTS et XG5ABTR, le Z-VAD permet 

l’inhibition de la mort induite par Prima-1Met.  

 

Figure 3. L’efficacité de PRIMA-1Met est partiellement dépendante de 
l’activation des caspases. A. les cellules sont incubées 1H avec le Z-VAD 
(ligne rouge), puis 48H avec des doses croissantes de PRIMA-1Met ou 
d’Auranofin. B : les aires sous la courbe ont été quantifiées pour comparer 
la sensibilité (n=14 HMCLs pour PRIMA et n=7 HMCLs pour Auranofin). 
Wilcoxon pour données appariées.  
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Conclusion des travaux sur Prima-1Met 

Au terme de ces différentes manipulations, les résultats obtenus avec l’auranofin ne 

nous permettaient pas d’améliorer la compréhension des résultats de Prima-1Met.  En 

effet, la mort induite par Prima-1Met était dépendante des caspases et hétérogène, mais 

cette dépendance n’était pas observée pour l’auranofin. De façon encore plus 

étonnante, la mort induite par Prima-1Met, bien que liée aux caspases, n’était pas due 

à un processus apoptotique intrinsèque lié à Bax ou Bak. Concernant ces derniers 

résultats il est possible que les extinctions de Bax et Bak aient été insuffisantes, 

cependant, la lignée XG5ABTR, invalidée pour ces BH3 effecteurs, venait conforter nos 

résultats obtenus par extinction. Cette mort cellulaire, dépendante des caspases mais 

indépendante de la dépolarisation mitochondriale induite par les effecteurs 

apoptotiques Bax/Bak, nous orientait vers un mécanisme d’apoptose extrinsèque ou 

de disruption membranaire mitochondriale directe, potentiellement induite par les 

ROS.  

Alors que nous poursuivions nos investigations (mise en évidence du relargage du 

cytochrome-c, inhibition de l’apoptose extrinséque), David Liu a publié en mars 2017 

les résultats d’une étude qui confirmait l’induction de ROS par PRIMA-1Met, et la baisse 

du glutathion intra-cellulaire réduit. Cette réduction, interaction directe entre PRIMA-

1Met et le glutathion, empêche le recyclage de ce dernier (Figure 4). Par microscopie 

électronique et marquage d’un acide gras rapporteur, l’équipe démontre une lipo-

peroxidation intra-mitochondriale majeure, à l’origine de la perte d’intégrité 

membranaire mitochondriale, du relargage de cytochrome-c et de la mort cellulaire. 

L’inhibition de ce processus de lipo-peroxidation restaure la viabilité cellulaire. Il met 

également en évidence que l’expression d’un échangeur Cystéine/Glutamine 

(SLC7A11), sous la dépendance de Nrf2 est diminuée dans les mutants TP53, par 

séquestration de Nrf2 par la protéine mutée. Cet échangeur est essentiel à la synthèse 

endogène de glutathion et sa privation entraîne la mort cellulaire lors de l’utilisation de 

Prima-1Met. La démonstration biologique est menée dans des lignées de carcinome 

épidermoïde œsophagien (TP53Mut dans 10 lignées sur 11)(Liu et al., 2017).  

Dans cet article, les données de génomique publiques (NCI-60) mettaient en évidence 

une corrélation entre la sensibilité à PRIMA-1Met et le niveau d’expression de SLC7A11, 

nous confirmons ce lien statistique dans nos lignées (β=0.14, 95%CI=0.03-0.22). En 
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revanche, nous ne trouvons pas de lien entre les niveaux de SLC7A11 ou NFE2L2 et 

le statut TP53 dans nos données (p=0.45 et 0.7, respectivement, kruskal-wallis).  

L’exploitation de bases de données plus vastes, en particulier avec plus de lignées par 

histologies peut nous permettre d’analyser plus finement certains résultats. Les 

données suivantes sont calculées à partir de la base « Cancer Therapeutics Response 

Portal » du Broad Institue via le portail « CellMinerCDB »(Rees et al., 2016; 

Shankavaram et al., 2009). Si la corrélation entre SLC7A11 et la sensibilité à Prima-

1Met est bien retrouvée (p<2.10-16), les niveaux basaux de SLC7A11 et NFE2L2 ne sont 

pas dépendants du statut TP53 (p=0.8 et 0.9, respectivement). Le statut TP53 et la 

sensibilité à Prima-1Met sont globalement liés, mais de façon inverse à ce qui est 

habituellement décrit : les lignées les plus sensibles à Prima-1Met sont les lignées sans 

mutation TP53 (toutes histologies confondues, p= 0.036). Ce lien n’est pas retrouvé 

quand on considère les tumeurs par histologie. Cette différence n’existe pas dans le 

MM (p=0.3), dans le cancer du sein (p=0.8), dans l’œsophage (p=0.6), même le sous-

type squameux (utilisé dans l’article de Liu et al) (p=0.6), le poumon (par les différents 

sous-types à grandes cellules ou à petites cellules), ou l’ovaire (par sous-types 

histologiques). Il existe donc possiblement un biais, qui est retrouvé lorsque l’analyse 

de la sensibilité à Prima-1Met prend en compte l’histologie (comme facteur d’interaction 

avec le statut TP53). La régression n’identifie plus TP53 comme un facteur de réponse 

à Prima-1Met (p=0.74). Une dernière analyse de l’utilisation de ces bases démontre une 

très bonne corrélation entre Prima-1Met et le PX-12, un inhibiteur de la thioredoxin-1 

(r=0.77, p=1.10-136). L’ensemble des éléments des bases de données et de l’article de 

Liu semblent être en faveur d’un mécanisme p53-indépendant, lié au blocage de la 

régénération de glutathion et à l’accumulation secondaires d’espèces réactives de 

l’oxygène.  

Au total, cet article nous a contraint à arrêter le travail biologique sur Prima-1Met, 

puisqu’il répondait à de nombreuses questions que nous nous efforcions d’élucider, et 

bien que des questions subsistent, les possibilités de publications s’éloignaient. Une 

de ces questions concerne le rôle de Noxa, la mise sous silence de Noxa dans notre 

modèle réduisait drastiquement la mort induite par Prima-1Met. 
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Figure 4. Mécanismes de détoxification des espèces réactives de l’oxygène. 
SOD2 : Superoxyde dismutase 2, GSH : Glutathion réduit, GSSG : 
glutathion oxydé, GPX1 : Glutathion peroxydase, PRXD : perorirdoxine, 
TRX : Thioredoxin. TrxRD : Thioredoxin Reductase. TIGAR : TP53-Induced 
Glycolysis And Apoptosis Regulator, GS: Glutathion Synthase, γGSS: γ-
Glutamyl-cystéine-synthase. BSO: Buthionine Sulfoximine, GLS2: 
Glutaminase 2.  

L’apport du chaînon manquant entre une mort caspase dépendante mais Bax/Bak 

indépendante nous semble particulièrement intéressante d’un point de vue 

thérapeutique, via la disruption membranaire mitochondriale. Nous continuons de 

penser que l’action de Prima-1Met doit aussi s’exercer sur un autre point de 

contrôle/production des ROS, en effet nous avons vu dans notre article et dans celui 

de David Liu que l’inhibition de la γ-GSS (via le BSO) ou du SLC7A11 bloquaient la 

synthèse de glutathion. Hors si ces deux mécanismes effondrent le taux de glutathion 

réduit, ils ne permettent pas la génération de ROS ni la mort cellulaire (à court terme), 

contrairement à Prima-1Met. L’interaction de Prima-1Met avec des résidus cystéines est 

connu depuis la première description de la molécule et son rôle sur le glutathion est 

donc indéniable(Bykov et al., 2002; Lambert et al., 2009), mais compte-tenu des 

mécanismes de détoxification des ROS, nous attentions une activité supplémentaire 

de Prima-1Met sur l’autre voie de détoxification des ROS, la voie « enzymatique » (liée 

à la thioredoxine, comme le PX-12), Figure 4. Cette attente est justifiée par la synergie 
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majeure de Prima-1Met avec l’utilisation du BSO ou l’inhibition de SLC7A11, réalisant 

une sorte de « double attaque » des systèmes de détoxification des ROS.   
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Discussion 

Au cours de mes 3 années de thèse dans notre laboratoire, nous avons cherché à 

améliorer notre compréhension et l’annotation de notre modèle de MM.  

Au sein des néoplasies, ce modèle cellulaire est particulièrement adapté, entre autres 

par la récapitulation de la diversité biologique rencontrée chez les patients (en 

particulier les anomalies cytogénétiques primaires, c-à-d les translocations). Par 

ailleurs, les HMCLs sont très majoritairement dérivées de patients en échec 

thérapeutique (après exposition aux alkylants, aux inhibiteurs du protéasome, voire de 

la radiothérapie), et dérivés de clones extra-médullaires. Elles constituent donc un 

observatoire particulièrement intéressant des résultats des processus de sélection 

tumorale chez les patients les plus graves et en impasse thérapeutique. Cependant, 

bien que leur transcriptome ait été annoté pour la majorité d’entre elles et que certaines 

lignées aient été séquencées, le génome des HMCLs n’est que peu connu. Le faible 

nombre de lignées de HMCLs utilisées au cours des développements 

pharmacologiques in-vitro et le manque de rigueur dans l’identification précise des 

lignées (voire de leur type histologique) sont inquiétantes, pouvant mettre à mal la 

robustesse des résultats ainsi que leur exportabilité pré-clinique et clinique. En effet, 

de nombreuses voies concourent à la détermination de la sensibilité tumorale aux 

drogues utilisées, et la connaissance des mutants sous-jacents nous apparaît 

essentielle. Des erreurs d’identification de lignées, et l’utilisation de lignées 

lymphoblastiques transformées par l’EBV(Drexler and Matsuo, 2000; Pellat-

Deceunynk et al., 1995) sont encore publiées comme étant du MM(Bolli et al., 2016; 

Maura et al., 2018).  

Le premier article nous a permis de resituer les anomalies de la voie p53 (au 

diagnostic) au sein des hémopathies lymphoïdes malignes. Le MM ne présente pas 

fréquemment d’invalidation de p53 au diagnostic, ces dernières s’accumulent au cours 

des rechutes itératives (Chavan et al., 2017; Weinhold et al., 2016). Une des 

constatations liées à ce travail était l’importance des mutants de RAS dans le MM, 

touchant près d’un patient sur deux, et faisant du MM une hémopathie totalement à 

part (Figure 15).  
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Figure 15. Tirée de la revue p53. Second plan de l’analyse en facteurs 
multiples, plan de corrélation et plan de projection des individus.  

 

Avec le second article, nous détaillons les anomalies de séquence retrouvées au sein 

des HMCLs, leurs impacts potentiels et les liens avec d’autres caractéristiques 

cytogénétiques ou phénotypiques de nos lignées. Nous avons séquencé par capture 

d’exome 33 de nos HMCLs. La plus grande difficulté -et limite- de ce travail (comme 

tout travail sur lignée) est l’absence de matériel génomique germinal, potentiellement 

à l’origine de faux-positifs. En effet, ces lignées ont été établies sur plus de 50 ans et 

sur 3 continents différents avec des bruits de fonds ethniques (polymorphismes) qu’il 

a fallu prendre en compte. La non-prise en compte de ce bruit de fond conduisant à 

une sur-estimation du nombre de variants dans les HMCLs (à part 2 lignées, 

l’ensemble des HMCLs présente moins de 600 variants). Par exemple, AMO1 et 

OPM2, deux lignées d’origine japonaise, sont annotées dans un article récent avec 

plus de 1300 variants non-synonymes chacune, contre 476 et 496, respectivement, 

dans notre étude(Maura et al., 2018). Une autre difficulté majeure de sélection des 

variants réside dans la prédiction protéique des variants codants: les variants dont 

l’impact prévisible le plus fort sur la protéine sont les insertion/deletion associés ou non 

à un décalage, ou les codons STOP prématurés, tandis que les faux-sens et mutants 

d’épissage sont plus difficile à prédire. Après utilisation de nombreux algorithmes de 

prédiction (dont certains non présentés dans le fichier MAF) nous avons abandonné 

leur utilisation au vu du faible recouvrement de leurs prédictions.  
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Nos résultats nous montrent que les HMCLs présentent deux sortes d’anomalies : des 

anomalies « primaires » ou fixes, qui ne s’enrichissent pas depuis le stade diagnostic 

jusqu’au stade HMCL (KRAS) ; et des anomalies secondaires, nombreuses, qui se 

concentrent fortement dans les HMCLs (en particulier TP53). Les dérégulations de la 

voie p53, et particulièrement les mutants et délétions/pertes d’expression de TP53 sont 

l’évènement le plus fréquent au sein des HMCLs (67%), bien au-delà d’un résultat 

récent qui rapportait un taux de 21%(Bolli et al., 2016). Cette discordance est sans 

explication, plusieurs lignées étant communes entre nos deux études, avec pour 

certaines des génotypes TP53 connus depuis longtemps mais non détectés dans 

l’étude (KMS-11KO, OPM2R175H, etc..). Ces chiffres d’anomalie de TP53 sont 

cohérentes avec la dernière étude rétrospective portant sur 101 patients sPCL : 46% 

de délétion du locus sont détectées(Jurczyszyn et al., 2018). Les anomalies de TP53 

dans les HMCLs sont caractérisées par des pertes d’expression dans 6 lignées (par 

KO pour KMS-11, Non-sens pour Nan-1, pertes d’exons pour Nan-6, et Nan-7, perte 

d’expression de JJN-3 et Nan-8 sans explication retrouvée). Au sein des mutants, 

l’analyse par Seshat (web-API qui analyse les variants TP53) a révélé que les variants 

TP53 détectés (sauf D21Y de Nan-8) sont tous pathogènes, Figure 16A(Tikkanen et 

al., 2018). La lignée L-363 possède un variant S261T qui entraîne un non-épissage de 

l’intron 7. Cet impact est ambigu dans les criblages phénotypiques et la littérature 

(p53.iarc.fr, R=18). Cette lignée présente une résistance à la Nutlin-3a, un inhibiteur 

spécifique de MDM2, ainsi qu’une résistance au melphalan et à la bendamustine, ce 

mutant est considéré pathogène dans notre modèle. Une anomalie détectée par le 

WES mais difficile à détecter par d’autres techniques (en particulier la FISH) est la 

perte de trois exons (7-8-9) par la lignée Nan6 (Figure 16B). Par ailleurs, avec notre 

analyse nous n’avons pas détecté de variant silencieux de TP53 qui aurait pu altérer 

la stabilité de l’ARNm du gène. D’un point de vue fonctionnel, nous mettons en 

évidence que les lignées qui présentent des anomalies de la voie p53 présentent une 

sensibilité moindre aux agents alkylants, ce qui est en accord avec l’impact négatif de 

la délétion 17p sur la réponse au traitements, même après intensification 

thérapeutique avec de hautes doses de melphalan(Moreau et al., 2014).  
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Figure 16. Anomalies de séquences et de structures de TP53 détectés par 
WES. A : lollipop-plot des variants de de séquence de TP53. B. Sortie IGV : 
délétion des exons 7-9 de NAN6.  

 

Concernant l’impact transcriptionnel de TP53mut, tous les mutants ponctuels ou 

structuraux ont été confirmés sur l’ARNm de la collection de lignées à notre disposition 

et dont nous avions le transcriptome, Table 5. En analysant ce transcriptome en 

fonction des anomalies de p53, nous retrouvons bien une signature « perte de 

fonction » (sous-expression des cibles transcriptionnelles classiques de p53 : MDM2, 

Bax, CDKN1A, DDB2, etc…), Figure 17A. En revanche, l’identification d’une sur-

expression, qui pourrait être le témoin d’un gain-de-fonction de p53mut ne retrouve que 

de rares gènes d’intérêt : MZT1 (Mitotic-spindle organizing protein 1), et NOL3 

(Nuclolar Protein 3), Figure 17B. NOL3 est sur-exprimé dans les mutants intéressant 

les boucles d’interaction avec l’ADN vs les autres altérations et vs les lignées sans 

anomalies de TP53. La fonction biologique de NOL3 est pour l’instant imprécise, il 
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inhiberait en partie l’apopose extrinsèque i) en empêchant la  formation du death-

inducing signaling complex (DISC, formé par l’activation du récepteur FAS), ii) en 

inhibant directement les caspases 2 et 8, iii) en inhibant directement certains membres 

de la famille Bcl-2 (Bad, Bax, BBC3)(Kung et al., 2014; Sohn et al., 2016; Wu et al., 

2013). Concernant le lien entre p53 et NOL3, ces dernières partageraient la même 

ubiquitin-ligase MDM2(Foo et al., 2007a).  

 

Figure 17. Analyse de l’impact des mutants TP53 sur le transcriptome des 
HMCLs. A. Perte de fonction de TP53. Deux annotations des mutants sont 
fournies, selon que le mutant est considéré par sa localisation et son effet 
abbrogeant l’expression ou son atteinte des résidus. B : Expression de 
NOL3 et MZT1 en fonction des statuts TP53. p-value : ajustée sur le nombre 
de comparaisons, test de wilcoxon. DBD : mutants faux sens dans le DNA 
Binding Domain, NE.NS : Non Exprimé ou Non Sens, Other : mutant faux 
sens ou splice hors du DBD.  DBL : mutant faux sens dans les boucles de 
liaison à l’ADN. NDBL : mutants faux sens en dehors des boucles de liaison 
à l’ADN.  

Cependant, des données contradictoires sont retrouvées dans la littérature, en effet 

en 2007 une équipe décrit NOL3 (protéine ARC) comme un régulateur négatif de p53, 

tandis qu’une sonde équipe conclut que NOL3 est une cible du programme 

transcriptionnel réprimé par p53 sauvage dans un modèle d’hypoxie, sans que le 

mécanisme de répression ne soit décrit(Foo et al., 2007b; Li et al., 2008). En revanche, 

le mécanisme de répression du gène MZT1 par le complexe p53-dépendant DREAM 
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est lui bien compris(Engeland, 2018). Dans notre modèle d’HMCLs, ce gène est sur-

exprimé dans les lignées qui possèdent un mutant dans le DBD vs toutes les autres 

lignées. Le niveau basal des TP53wt est équivalent à celui des lignées mutées en 

dehors du DBD ou non exprimées/tronquées. Compte-tenu du mécanisme de 

régulation, on aurait attendu un niveau basal plus faible dans les TP53wt, mais il est 

probable que cette différence ne soit visible que sous stress (avec la Nutlin-3a ou un 

dommage à l’ADN par exemple). La protéine « Mozart-1 » (gène MZT1) est essentielle 

à la nucléation des µtubules, et à la formation du fuseau mitotique(Cota et al., 2017; 

Masuda et al., 2013). La spécificité de cette up-régulation de MZT1 dans les lignées 

qui portent un mutant dans le DBD est à confirmer, compte-tenu de sa régulation 

négative par p21/DREAM. Il s’agit possiblement d’un artifice statistique. Ces deux 

gènes, NOL3 et MZT1 pourraient être validés par une approche double : la 

suppression du mutant p53DBD/DBL (via siRNA ou Crisper) et la transfection/génération 

d’un mutant p53DBD spécifique dans des lignées p53sauvage, afin d’étudier les 

modulations de NOL3 et MZT1.  

La dérégulation du cycle-cellulaire est un élément central de la biologie du MM. En 

effet, la grande majorité des évènements cytogénétiques primaires s’accompagne 

d’une sur-expression des gènes des cyclines D (CCND1, CCND2, CCND3)(Zhan et 

al., 2006). Alors que les atteintes directes du locus de CDKN2A sont rares dans le MM 

(en dehors d’hyper-méthylations du promoteur), nous mettons en évidence que 

CDKN2A est perdu dans 2 lignées et qu’une 3ème lignée possède un mutant hot-spot 

(10%). Cette modulation du cycle via CDKN2A se fait au travers du 2ème transcrit du 

locus: p16INK4a (Inhibitor of CDK4), un inhibiteur de l’interaction entre les cyclines et 

les kinases-dépendantes des cyclines CDK4 et CDK6. Un dernier acteur de la même 

famille fortement invalidé dans les HMCLs est CDKN2C (p18INK4c, 33% de délétions 

dans les HMCLs), contrairement aux patients en rechute (~5%, table 3). Cette 

invalidation ressemble à un « lâcher » du frein du cycle ancestral : en effet, l’action de 

p18INK4C est indispensable à la génération des plasmocytes sains, via son action 

inhibitrice de CDK6, et l’arrêt du cycle(Tourigny et al., 2002). Nous n’avons pas mis en 

évidence de lien entre les anomalies du cycle et la sensibilité à certains traitements, 

probablement par manque de contraste dans les activateurs du cycle (dérégulation 

des cyclines dans presque toutes les lignées) et manque de contraste dans les 

régulateurs du cycle (plus d’une lignée sur deux atteinte pour CDKN2A, CDKN2C, ou 
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RB1). Nous avons cependant démontré que dans les lignées qui exprimaient RB1, 

seules les HMCLs exprimant la CCND1 semblent pouvoir répondre à l’inhibiteur des 

CDK4-6 (palbociclib). De façon étonnante, l’essai clinique évaluant l’efficacité du 

palbociclib et du bortezomib a montré de très bons résultats biologiques (inhibition de 

la phosphorylation de Rb dans 80% des patients) qui contrastaient avec une faible 

efficacité clinique (20% de réponses), alors que les patients avaient en majorité reçu 

une seule ligne de traitement. Cette étude avait sélectionné des patients dont les 

tumeurs exprimaient RB1, et il est probable que ces derniers aient eu beaucoup moins 

d’altérations de régulateurs du cycle que nos lignées(Niesvizky et al., 2015). Il n’y a 

pas d’explication claire à cette différence entre nos résultats et ceux des patients, en 

dehors de l’hypothèse, à nouveau d’un manque de contraste dans les réponses au 

palbociclib dans nos lignées : c-à-d qu’elles répondraient quasiment toutes au 

palbociblib, avec une propension plus importante à répondre pour les CCND1. 

Paradoxalement, le palbociclib pourrait apporter un plus grand bénéficie clinique chez 

des patients plus avancés, avec une fraction proliférante plus importante(Baughn et 

al., 2006). 

De plus en plus décrits dans le MM, nous avons confirmé des atteintes très fréquentes 

des acteurs de l’épigénétique et de la réparation de l’ADN dans les HMCLs (73%). 

Concernant les anomalies des régulateurs épigénétiques, une étude d’envergure 

récente a démontré leur présence dès le diagnostic (53%, de façon clonale et sous-

clonale), et leur augmentation dans les cohortes de patients en rechute (44% vs 25%, 

à sets de gènes comparables)(Pawlyn et al., 2016). Cette étude identifiait les gènes 

de la famille HIST1H1 comme étant les plus fréquemment mutés (6%, HIST1H1B-E). 

Cette famille de gènes d’histones-linkers est également la plus mutée dans les HMCLs 

(15%), et est très fréquemment mutée dans le lymphome folliculaire, une autre 

hémopathie post-GC(Li et al., 2014; Xiao et al., 2012). Ces évènements mutationnels 

sont le plus souvent clonaux chez les patients et pourraient donc jouer un rôle dans la 

pathogenèse(Pawlyn et al., 2016). Concernant l’enrichissement à la rechute, il touche 

surtout les histones méthyl-transférases (16% vs 7%, 27% dans les HMCLs) et les 

enzymes modifiant la méthylation de l’ADN (8% vs 2%, 24% dans les HMCLs). Ces 

deux familles de gènes sont associées à des survies diminuées lorsqu’elles sont 

atteintes par des mutations(Pawlyn et al., 2016). L’ensemble des données souligne 

que de nouvelles stratégies tirant partie de ces anomalies, et qui sont déjà utilisées 
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dans les autres hémopathies lymphoïdes et myéloïdes (hypométhylants, inhibiteurs 

d’EZH2, etc…) pourraient être envisagées dans le MM. L’équipe de Keats a démontré 

avec modèle isogénique (KDM6A-/-) que l’utilisation d’un inhibiteur d’EZH2 est plus 

efficace dans le modèle déficient par rapport au modèle sauvage, cependant les 

marques d’histone (en particulier la tri-méthylation H3K27) sont dépendantes d’autres 

acteurs et que le statut KDM6A n’est pas le seul déterminant de la réponse(Alzrigat et 

al., 2016; Ezponda et al., 2017; Herviou et al., 2016). Ce qui est une bonne nouvelle 

pour les patients, compte-tenu de la rareté des mutants KDM6A (et de l’absence de 

mutants EZH2) dans le MM et les HMCLs(Pawlyn et al., 2016, 2017b). Ces stratégies 

pourraient venir compléter ou plutôt concurrencer les inhibiteurs d’histones dé-

acétylases (vorinostat, pannobinostat) dont l’efficacité clinique est modérée, surtout au 

regard d’un profil de toxicité assez peu favorable(San-Miguel et al., 2016).  

Enfin, les anomalies touchant les protéines de réparation des dommages à l’ADN sont 

un champ d’investigation relativement récent dans le MM. Il avait été démontré qu’ATR 

(Atexia Telangiecasia and Rad3 Related), était un acteur important dans la survie de 

certaines HMCLs qui présentaient un stress réplicatif intense(Cottini et al., 2015). Une 

étude récente, qui regroupe plus de 1273 patients atteints de MM au diagnostic (issus 

d’études de différents groupes coopérateurs) rapporte des mutations des gènes de la 

réparation homologue de l’ADN dans 10.4% des patients, dont le plus fréquent est 

ATM (3.9%)(Walker et al., 2018). La présence de mutants dans ces gènes de 

réparation (par exemple, BRCA1-2, BRIP1, CHEK2, FANCA-L, PALB2, RAD50-51) 

est associée à une accentuation de la perte d’hétérozygotie (LOH) chez les patients et 

à une survie moins favorable. Ces phénomènes de LOH se majorent au cours de 

l’histoire naturelle du myélome, depuis le stade MGUS jusqu’à la rechute (bien que les 

données présentées soient issues de cohortes non longitudinales)(Pawlyn et al., 2018; 

Walker et al., 2018). Ces anomalies de la réparation homologue pourraient être 

utilisées à des fins thérapeutiques, en particulier par l’utilisation d’inhibiteurs de la 

polymérase poly(ADP-ribose), PARP. La PARP-1 est nécessaire au recrutement des 

acteurs de réparation de l’ADN en cas de cassure simple-brin de l’ADN. L’absence de 

réparation simple brin est à l’origine de cassures d’ADN double brins, et du 

déraillement des fourches de réplication de l’ADN. Il a été démontré que les tumeurs 

BRCA1/2 mutées présentaient une déficience de la recombinaison homologue 

nécessaire à la réparation double brin, et donc une sensibilité accrue aux inhibiteurs 
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de PARP-1(McCabe et al., 2006). Cette « BRCAness » est actuellement exploitée 

cliniquement dans les cancers du sein et de l’ovaire mutés pour BRCA1/2, ou qui 

présentent un profil « LOH », qui résulte de ce défaut de recombinaison homologue. 

La stratégie thérapeutique utilise les PARP-inhibiteurs en association à des sels de 

platines ou des alkylants pour favoriser la survenue de ces cassures double-

brin(Swisher et al., 2017; Tutt et al., 2010). Au sein des lignées nous avons montré 

que de nombreux acteurs de la détection des dommages (ATM, ATR), de leur 

réparation (homologue ou non) et d’enzymes nécessaires à l’accessibilité 

chromosomique (hélicases comme ATRX, BLM, RECQL4) sont mutés. Les HMCLs 

qui présentent le plus d’anomalies de la voie de détection des dommages à l’ADN sont 

aussi les plus sensibles aux alkylants. A ce jour, de rares données cliniques sur 

l’utilisation d’inhibiteurs de PARP sont disponibles dans la littérature dont il n’est pas 

possible de tirer de conclusion d’efficacité(Neri et al., 2012; Soumerai et al., 2017), 

tandis que les données sur HMCLs sont aussi rares et ont été réalisées sans 

connaissance des statuts sous-jacents des mutations/anomalies des voies de 

réparation(Alagpulinsa et al., 2016; Neri et al., 2011). La voie Fanconi nous semble 

très intéressante dans le MM, mais non-ciblable spécifiquement pour l’instant. Cette 

voie (qui comprend désormais dans son spectre les protéines BRCA1/2) est un 

composant majeur de la recombinaison homologue, et en particulier du choix de la 

recombinaison homologue vs non-homologue (NHEJ)(Ceccaldi et al., 2016). Bien que 

des mutants soient détectés dans nos HMCLs nous n’avons pas mis en évidence de 

lien phénotypique. Des données non présentées de Mitomycin-C, qui permettent la 

formation d’adduits inter-brins et dont la réparation fait intervenir spécifiquement la voie 

Fanconi, ne sont pas convaincantes. Cette absence de résultat est peut-être dû à notre 

design expérimental : nous analysons la mort induite par la MitoC, mais plusieurs 

mécanismes peuvent altérer cette réponse, en particulier sur un fond génique aussi 

altéré en TP53 que celui des HMCLs. Nous pourrions analyser les modifications 

chromosomiques induites par la MitoC, à la recherche de branchements anormaux 

caractéristiques (fragments radiaux), et avoir recours à un modèle invalidé iso-génique 

au sein de lignées TP53sauvage et TP53Abn. Par ailleurs, il n’existe pour l’instant aucun 

inhibiteur direct de la voie Fanconi, mais l’ubiquitinylation/dé-ubiquitinylation de 

FancD2 est un mécanisme majeur de l’activation de cette voie. Ainsi, l’équipe de 

Kenneth Anderson a mis en évidence l’efficacité d’un inhibiteur d’USP1 (enzyme qui 

dé-ubiquitinyle FancD2) sur des lignées de MM. On note que les lignées les moins 
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sensibles de ce travail (KMS-11 et U266) présentent des mutations de la voie Fanconi 

dans nos données(Das et al., 2017). Par l’exploitation du transcriptome des HMCLs, 

ainsi que de bases de données publiques nous mettons en évidence qu’il existe 

probablement une « addiction » du MM, aux mécanismes de réparation de l’ADN, en 

particulier aux acteurs de la voie Fanconi. En effet, lorsque nous intégrons l’ensemble 

des acteurs de la voie Fanconi, il existe une variation d’expression coordonnée, depuis 

le stade « plasmocyte sain », à MGUS, puis myélome, myélome proliférant (de moins 

bon pronostic, défini par Zhan et al.(Zhan et al., 2006)) et enfin les HMCLs, Figure 

18A. Cette distribution nous permet le calcul d’un « FANC-score », qui est la 

coordonnée de chaque échantillon sur l’axe de la première composante principale 

(FANC-score=Dim1). Ce FANC-score est associé à la prolifération cellulaire (évaluée 

par l’expression de MKI67 et PCNA), aussi bien globalement (Figure 18B), 

qu’individuellement au sein des sous-groupes de MM, en particulier MF (MAF), MS 

(MMSET), CD1 (CCND1) et PR (Proliférant), Figure 18C. Ces données d’expression 

mettent en évidence l’importance de la voie Fanconi (et globalement de la réparation 

des dommages), et ont été récemment confirmées dans une étude transcriptomique 

de patients mettant en évidence que la surexpression de certains gènes Fanconi 

(BRCA1, FANCA, FANCB, FANCC et FANCL) était associée au sous-groupe le plus 

agressif et défavorable (Laganà et al., 2018). 
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 Figure 18. Analyse en composantes principales de l’expression des gènes 
de la famille Fanconi, des plasmocytes sains aux HMCLs. A. représentation 
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du premier plan de l’ACP, avec projection des variables qui ont construit les 
axes (flèches pleines), et les variables quantitatives illustratives (pointillé). 
Pour des raisons de lisibilité les sous-groupes cytogénétiques ont été 
regroupés sous le terme « MM ». B. Corrélation entre l’expression de MKI67 
et FANC-score, PCNA et FANC-score. C. Corrélation entre l’expression de 
MKI67/PCNA et FANC-score au sein des sous-groupes moléculaires de 
MM. Healthy : plasmocyte sain, Smold : Myélome Indolent, MS : MMSET, 
MF : MAF, CD1/2: CCND1/2, HY: Hyperdiploïde, LB: Low-Bone disease 
(classification moléuclaire du myélome, Zhan et al. 2006) 

 

Pour finir avec les résultats de notre étude de l’exome, un élément de discussion qui 

semble important est la faible fréquence des variants homozygotes, en particulier au 

sein de gènes de réparation de dommages à l’ADN, ce qui nous a surpris. La définition 

d’un gène suppresseur de tumeur est liée à l’inactivation bi-allélique, le « double-

hit »(Kinzler and Vogelstein, 1997). Cependant, si l’inactivation bi-allélique est une 

composante majeure dans les syndromes de prédisposition à des néoplasies (telles 

BRCA1/2 et les cancers mammaires et ovariens) ou les syndromes congénitaux 

(maladie de Fanconi, syndromes ataxie-télangiectasie)(Choi et al., 2016; De Rocco et 

al., 2014), les invalidations somatiques tumorales sont le plus souvent hétérozygotes. 

Ces variants hétérozygotes (par exemple BRCA1, PALB2, ATM) sont associés dans 

plusieurs modèles (cancer du sein, lymphome du manteau) à une altération de la 

fonction à laquelle ils sont dévolus, en faveur d’une haplo-insuffisance, c.-à-d. que la 

perte d’un allèle suffit à altérer la fonction(Choi et al., 2016; Konishi et al., 2011; Nikkilä 

et al., 2013; Vaclová et al., 2015). A noter que la grande majorité des analyses d’impact 

clinique des variants rapportées dans les études de séquençage de MM (en particulier 

sur la survie) le sont sur des variants hétérozygotes.  

Au total, le travail de cette thèse mosaïque nous a permis de resituer le MM et ses 

anomalies au sein des autres hémopathies malignes, et en particulier les post centre-

germinatifs. Le travail de séquençage d’exome a été particulièrement complexe. La 

complexité était « technique » liée à l’acquisition et la manipulation des données mais 

également inhérente à la variabilité génique sans référence germinale. Le « haut-

débit » technologique aboutissant in-fine à la curation manuelle de très nombreux 

variants. Si la réalisation du séquençage de l’exome d’HMCLs n’est pas nouveau (déjà 

19 lignées sur COSMIC [12 communes], et 10 annotées sur Genomics of Drug 

Sensitivity in Cancer), nous avons intégré les données de séquençage dans un 
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ensemble cohérent de voies et de dérégulations. Nous mettons en évidence un 

enrichissement très net dans certaines cibles thérapeutiques potentielles, en 

particulier épigénétique et de réparation des dommages à l’ADN. Nous avons comparé 

ces fréquences d’anomalies aux MM au diagnostic et en rechute par manque de 

données de patients présentant des PCL primitives ou secondaires (en dehors des 

prévalences de quelques gènes comme TP53), alors que les anomalies génomiques 

entre HMCLs et sPCL sont probablement importantes. Par ailleurs, les similitudes 

retrouvées entre des anomalies les HMCLs et les patients, confirme à nouveau la 

robustesse de ce modèle pour trouver de nouvelles solutions pour nos patients, à 

condition de prendre en compte toutes les anomalies. Le développement d’un panel 

de lignées isogéniques (stratifiées sur leurs anomalies cytogénétiques), invalidées 

pour un panel de gènes d’intérêt, en particulier TP53 (mut ou del) semble désormais 

incontournable pour répondre à nos questions biologiques, afin de s’affranchir du bruit 

de fond de nombreux autres variants/mutants ou caractéristiques de classe de 

translocation. Ces données de séquençage seront adressées, dès publication, à 

COSMIC pour mise à disposition de la communauté. 
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Annexes 

Au cours de ma thèse j’ai pu poursuivre mes travaux de recherche clinique en tant 

qu’hématologue. Par ailleurs, je collabore à des articles au sein du laboratoire et dans 

d’autres champs en tant bio-statisticien/bio-informaticien (articles 5, 7 et 8). Ces 

articles sont présentés par ordre chronologique, avec un résumé de chaque étude 

ainsi que la première page de l’article ou de sa soumission en cours.  
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Article 3. PRIMA-1Met induces myeloma cell death independent of p53 by 

impairing the GSH/ROS balance. 

Blood, 2014 

Tessoulin B, Descamps G, Moreau P, Maïga S, Lodé L, Godon C, Marionneau-
Lambot S, Oullier T, Le Gouill S, Amiot M, Pellat-Deceunynck C. 
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Article 4. Allogeneic stem cell transplantation for patients with mantle cell 

lymphoma who failed autologous stem cell transplantation: a national survey of 

the SFGM-TC 

Bone Marrow Transplantation, 2016 

Tessoulin B, Ceballos P, Chevallier P, Blaise D, Tournilhac O, Gauthier J, Maillard N, 

Tabrizi R, Choquet S, Carras S, Ifrah N, Guillerm G, Mohty M, Tilly H, Socie G, 

Cornillon J, Hermine O, Daguindau É, Bachy E, Girault S, Marchand T, Oberic L, 

Reman O, Leux C, Le Gouill S. 

Résumé:  

La poly-chimiothérapie associée au rituximab suivie d’une intensification thérapeutique 
avec autogreffe (ASCT) est le standard de traitement des lymphomes à cellules du 
manteau (LCM) au diagnostic pour les sujets jeunes et au diagnostic. En dépit de ce 
traitement intensif, les patients restent à haut risque de rechute au cours du temps. La 
société française de greffe de moelle et de thérapie cellulaire (SFGM-TC) a conduit 
une étude nationale sur les allogreffes de moelle à conditionnement réduit (RIC-Allo-
SCT) chez les patients en rechute post-autogreffe (n=106). Les durées médianes de 
rechute post-ASCT et entre ASCT et RIC-Allo-SCT étaient de 28mois et 3.6 années, 
respectivement, 60% des patients ayant reçu au moins 3 lignes de traitement avec 
l’allogreffe. Les conditionnements de RIC-Allo-SCT étaient hétérogènes. Des réactions 
aigües du greffon contre l’hôte (GvHD) sévères (III/IV) ont été diagnostiquées dans 
20% des patients, et une GvHD chronique extensive dans 28 patients. Le suivi médian 
était de 45mois post-RIC-Allo-SCT, avec une survie sans progression médiane de 30m 
et une survie globale de 62m. La mortalité liée au traitement était estimée à 28% à 
1an. Au total, 52 patients sont décédés, dont 34 de toxicités et 11 de leur lymphome. 
Le statut de réponse avant allogreffe était la seule variable prédictive de la survie sans 
progression et de la survie globale.  

 Notre étude a mis en évidence que de nouvelles stratégies sont nécessaires 
dans le LCM, en particulier pour améliorer la réponse pré-allogreffe, réduire la 
toxicité liée au traitement et les risques de rechute à court et long terme.  
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Article 5. Rational targeted therapies to overcome microenvironment-dependent 

expansion of mantle cell lymphoma 

Blood, 2016 

Chiron D, Bellanger C, Papin A, Tessoulin B, Dousset C, Maiga S, Moreau A, Esbelin 

J, Trichet V, Chen-Kiang S, Moreau P, Touzeau C, Le Gouill S, Amiot M, Pellat-

Deceunynck C. 

Résumé:  

Le lymphome à cellules du manteau est une hémopathie lymphoïde maligne, de 
diffusion hématogène précoce. Cependant, la prolifération des cellules tumorales ne 
s’exprime que dans les tissus lymphoïdes, ce qui suggère un rôle majeur du 
microenvironnement tumoral. Les cellules tumorales de 21 patients ont été co-
cultivées avec un environnement de cellules stromales ou « lymphoïde-
like »(exprimant le CD40L). Les résultats démontrent que seul l’environnement 
« lymphoïde-like » permet la prolifération des cellules tumorales. De plus, ce modèle 
de co-culture CD40L permet la récapitulation du programme transcriptionnel des 
cellules de LCM intra-tumoraux. Cette prolifération s’associe également à un 
dérèglement des protéines de la famille Bcl-2 (surexpression de Bcl-Xl), en faveur 
d’une perte du priming mitochondrial. Cette surexpression est inhibée par l’anti-CD20 
de deuxième génération « obinutuzumab ». Finalement, nous montrons que le niveau 
de priming mitochondrial est corrélé à la sensibilité au venetoclax et aux alkylants, 
illustrant le rôle probablement majeur du microenvironnement dans la prolifération et 
la résistance tumorales.  
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Article 6. Carboplatin instead of cisplatin in combination with dexamethasone, 

high-dose cytarabine with or without rituximab (DHAC+/-R) is an effective 

treatment with low toxicity in Hodgkin's and non-Hodgkin's lymphomas. 

Annals of Hematology, 2017 

Tessoulin B, Thomare P, Delande E, Moynard J, Gastinne T, Moreau A, Bossard C, 

Mahé B, Blin N, Dubruille V, Touzeau C, Boudreault JS, Perrin F, Lok A, Guillaume T, 

Garnier A, Peterlin P, Gallas P, Chevallier P, Moreau P, Le Gouill S. 

Résumé :  

Le DHAP (haute dose de cytarabine, dexaméthasone et cisplatine) avec et sans 
Rituximab (DHAP+/-R) est un des régimes les plus utilisés pour les hémopathies 
lymphoïdes en rechute ou réfractaires. Cependant, la néphrotoxicité du cisplatine rend 
nécessaire l’essai de nouveaux sels de platine de remplacement. Nous avons réalisé 
une étude monocentrique rétrospective pour évaluer l’incorporation du carboplatine 
(DHAC+/-R), pour évaluer sa toxicité en vie réelle. 199 patients ont reçu la 
combinaison DHAC+/-R au cours de l’étude. Les toxicités hématologiques de grade 
>=3 ont été majoritairement des thrombopénies (n=101) et des anémies (n=95). Les 
neutropénies de grade >=3 étaient rares (n=10). Nous n’avons pas constaté de 
néphropathie de grade >=3, et une seule neurotoxicité significative. Par ailleurs, 94% 
des patients en réponse et prévus pour une autogreffe ont pu en bénéficier.  

 Au total, le DHAC+/-R est une stratégie légitime en pratique quotidienne et ne 
met pas en péril la collecte des cellules souches périphériques ni l’autogreffe.  
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Article 7. Decitabine and Melphalan Fail to Reactivate p73 in p53 Deficient 

Myeloma Cells. 

International Journal of Molecular Sciences, 2017 

Gillardin PS, Descamps G, Maiga S, Tessoulin B, Djamai H, Lucani B, Chiron D, 

Moreau P, Le Gouill S, Amiot M, Pellat-Deceunynck C, Moreau-Aubry A. 

Résumé : 

Compte-tenu du recouvrement partiel des programmes transcriptionnels de p53 et 
p73, nous avons étudié la méthylation du promoteur de TP73 et la possibilité de sa 
réexpression par l’utilisation d’un agent déméthylant (Decitabine). TP73 est peu 
exprimé dans les HMCLs, en particulier dans les lignées TP53Abn. Cette faible 
expression résulte de la méthylation du promoteur de TP73, cependant bien que 
l’utilisation d’un agent hypométhylant ait augmenté la transcription de TP73, aucune 
majoration protéique n’a été détectée. De plus l’utilisation d’alkylants (sel de platine et 
melphalan) a permis la stabilisation de la protéine p73 dans les lignées TP53sauvage 
seulement, sans synergie avec la décitabine dans les lignées TP53Mut.  
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Article 8. Diagnostic and management of life-threatening Adult-Onset Still Disease: 

a French nationwide multicenter study and systematic literature review. 

Critical Care, 2018 

Néel A, Wahbi A, Tessoulin B, Boileau J, Carpentier D, Decaux O, Fardet L, Geri G, 

Godmer P, Goujard C, Maisonneuve H, Mari A, Pouchot J, Ziza JM, Bretonnière C, 

Hamidou M. 

Résumé : 

La maladie de Still de l’adulte est une pathologie systémique inflammatoire rare. Peu 
de patients développent des complications avec atteinte d’organe menaçant le 
pronostic vital. Nous avons récapitulé dans cette étude les phénotypes et différentes 
évolutions de ces patients « Still graves », au travers d’une cohorte de cas de plusieurs 
unités de surveillance continue et de revue de la littérature.  

20 patients ont été inclus, principalement (90%) au diagnostic, qui présentaient de la 
fièvre (100%), une pharyngite (65%), un rash cutané (65%) et des arthromyalgies 
(55%). La ferritine était particulièrement élevée (médiane : 29110ng/mL). Des 
détresses respiratoires aiguës, un état de choc et de défaillance multiviscérale sont 
intervenus chez 15, 10 et 7 patients, respectivement. L’hémophagocytose a été mis 
en évidence chez 8 patients, 2 patients sont décédés. Le délai diagnostic et 
l’instauration d’un traitement spécifique a été long, tous les patients ont reçu une 
corticothérapie avec 50% de réponse. Des 50% de patients en échec de 
corticothérapie, seul l’anakinra (anti IL-1α/β) a montré une efficacité.   

Avec cette étude, nous mettons en évidence que le « Still grave » est une 
manifestation rare, justifiant l’admission en service de soins continus et mimant un 
sepsis d’étiologie inconnue. Le pronostic à long terme est bon. 

 Ce premier article est suivi d’un deuxième article avec établissement d’un score 
pronostic et analyse multifactorielle (MFA), en cours de soumission.  
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Article 9. Predicting early prognosis of pneumocystis pneumonia in HIV and non-

HIV patients: The AlveoPNeumo Score. 
Soumis à Intensive Care Medicine 

BJ.Gaborit, B.Tessoulin, F.Moriot, RM Lavergne, R.Lecomte, P.Leturnier,  

L.Khatchatourian, C.Bretonnière, N.Asseray, C.Garret, M.Vourch, D.Marest,  

C.Sagan, F.Raffi, D.Boutoille, J.Reignier 

Résumé:  

Dans cette étude prospective monocentrique, nous avons étudié les pneumopathies à 
Pneumocystis jirovecii, dont la survenue est associée à une morbi-mortalité importante 
dans les populations immunodéprimées. L’objectif de l’étude était la construction d’un 
score pronostic précoce permettant d’identifier les patients les plus graves, qui 
nécessitent une admission en unité de soins continu (USC). Cette étude, menée au 
CHU de Nantes incluait tous les patients avec un diagnostic de Pneumocystose, la 
gravité clinique était définie comme une hypoxémie aigüe avec besoins hauts en 
oxygène (FiO2>50%). Nous avons analysé les variables prédictives par régression 
logistique dans la population globale et la population non-HIV. 107 patients ont été 
inclus en 4 ans, dont 53 avaient des critères de gravité (49.5%) et dont 42% sont 
décédés dans les 3 premiers mois après leur diagnostic. L’immunodépression était 
secondaire à une hémopathie maligne (32%), une transplantation d’organe (23%), une 
infection VIH (18%), une pathologie systémique (11%) ou une tumeur solide (11%). 
Les facteurs de risque associés à la sévérité étaient l’âge supérieur à 55 ans (Odds 
Ratio [OR]=2.6, p<0.02), l’hypo-albuminémie<27g/L (OR=3.3, p<0.001), la 
polynucléose neutrophile dans le sang >6.5G/L (OR=6.5, p=5.5e-7) et dans le liquide 
broncho-alvéolaire (BAL) >12% (OR=5.7, p<0,5e-4), le score SOFA score >5 (OR=12, 
p<0.0001) Les facteurs de protection étaient la séropositivité VIH (OR=0.33, p=0.05), 
et l’alvéolite sur le BAL (OR = 0.3, p=0.01). En analyse multivariée, deux facteurs 
étaient associés à la survie à J90 : la tachypnée sous oxygénothérapie haut-débit et 
le score SOFA ≥5 à l’admission en USC. Un score pronostic a été construit à partir de 
ces variables, les patients présentant un SOFA≥ 5 et une tachypnée ont deux fois plus 
de risque de décéder spécifiquement de leur infection que les autres.  

 Une étude prospective est lancée pour valider ce score auprès d’autres services 
d’USC.  
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Article 10. BH3 mimetic toolkit guides the respective use of BCL2 and MCL1 BH3 

mimetics in myeloma treatment. 

En révision, Blood 2018 

Gomez-Bougie P 1,2, Tessoulin B*1,2, Maiga S*1,2, Bourcier J#1, Bonnet A#1,2, Tessoulin 

B1, Rodriguez M3, Le Gouill S1,2,  Touzeau C1,2, Moreau P1,2, Pellat-Deceunynck C 1, 

Amiot M1,2 

Résumé: 

Les BH3 mimétiques représentent à la fois une stratégie thérapeutique contemporaine 
et d’avenir pour les hémopathies malignes, favorisant le relargage de facteurs pro-
apoptotiques de la famille BCL2. D’après des données issues majoritairement des 
HMCLs, le MM repose principalement sur MCL1 pour sa survie. Nous avons utilisé 
une « boîte à outils BH3 » pour étudier la dépendance (BCL2,BCL-Xl ou MCL1) de 60 
patients atteints de MM au diagnostic et à la rechute. Afin de déterminer les groupes 
de réponse et de dépendances avec l’utilisation d’un nombre réduit de doses de 
chaque BH3-mimétique, une analyse de densité consolidée par k-means a été 
réalisée.  Alors que la dépendance à BCL2 est importante au diagnostic et à la rechute 
(52% et 41%, principalement dans le groupe CCND1), la dépendance à MCL1 est plus 
fréquente à la rechute (69% vs 33%), suggérant une plasticité cellulaire favorisant 
MCL1. La dépendance à BCLXL est mineure, au diagnostic et à la rechute. Par 
ailleurs, nous identifions un groupe de patients non dépendant aux BH3 mimétiques 
utilisés, principalement dans le groupe sans translocation. D’un point de vue 
mécanistique, nous démontrons la dépendance du MCL1 mimétique A1210477 à BAK 
pour induire la perméabilisation mitochondriale. L’ensemble de nos résultats supporte 
l’utilisation du venetoclax (BCL2 mimétique) et d’un MCL1 mimétique pour une 
évaluation clinique au diagnostic et à la rechute, avec la réalisation conjointe de ce 
test compagnon cytologique simple.  
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