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ACP  analyse en composante principale 

Ag  antigène 

BSAP  B-cell-specific activator protein (Pax5) 

CDK  cyclin dependent kinase 

CNTF  ciliary neurotrophic Ffactor  

CT-1  cardiotrophin-1 

DC  cellule dendritique 

EBF   early B-cell factor 

FDC  cellule dendritique folliculaire 

FGFR3 fibroblast growth factor receptor 3  

FISH  fluorescent in situ hybridization 

GC  centre germinal 

HEV  veinules endothéliales hautes  

HLA  complexe majeur d'histocompatibilité humain 

HB-EGF heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor 

HGF   hepatocyte growth factor 

Ig  immunoglobuline 

IGF-1  insulin growth factor 

IL-  interleukine 

IRF  interferon response factor 

JAK  janus kinase 
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LIF  leukemia inhibitory factor  

L.O.H.  loss of heterozygosity 

LT  lymphotoxine 

MAPK  mitogen activated protein kinase 

MGUS monoclonal gammapathy of unknown signification 

MHC  complexe majeur d’histocompatibilité 

MM  myélome multiple 

MMP  metalloproteinase 

OPG   ostéoprotégérine 

OSM  oncostatine M 

RAG 1 et 2  recombination-activating gene  

Rb  retinoblastoma protein 

RP  plasmocytose réactionnelle 

SDF-1  stromal cell-derived factor-1(CXCL12) 

SNP  single nucleotide polymorphism 

SOCS  suppressor of cytokine signalling 

STAT  signal transducer and activator of transcription 

SVF  sérum de veau fœtal 

TCR  T cell receptor 

TNF  tumor necrosis factor 

TRANCE  tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

WB  western blot 
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Analyse moléculaire du myélome : vers de nouvelles perspectives thérapeutiques 

Le myélome multiple (MM) est une néoplasie hématopoïétique chimiosensible. 
Si une chimiothérapie intensive associée à une autogreffe de cellules souches 
hématopoïétiques permet de doubler la médiane de survie, la rechute reste 
cependant inéluctable et ce cancer est incurable à l’heure actuelle. 

Plusieurs exemples ont montré récemment qu’une connaissance précise de la 
physiopathologie d’un cancer pouvait conduire à l’élaboration de traitements 
spécifiques. Ces nouveaux traitements anti-cancéreux ciblant un sous-groupe de 
tumeurs caractérisées par une altération moléculaire commune sont une voie de 
développement thérapeutique prometteuse. 

Mon travail de thèse a consisté à étudier la biologie du MM dans une 
perspective de ciblage pharmacologique de la cellule plasmocytaire 
maligne. L’utilisation d’anticorps anti-gp130 agonistes a permis de montrer que 
l’activation de la signalisation par la chaîne gp130 du récepteur de l’interleukine-6 
(IL-6) est indispensable à la survie et la prolifération des cellules de MM. En 
corollaire, l’interruption de cette voie de signalisation par la tyrphostin AG490, 
inhibiteur de la kinase JAK2, bloque la croissance et induit une apoptose dans les 
plasmocytes tumoraux. Des membranes comportant les ADNc de 268 gènes nous 
ont permis de rechercher l’expression des gènes d’autres cytokines et récepteurs de 
cytokines pouvant jouer un rôle dans la physiopathologie du MM. Nous avons mis en 
évidence dans des lignées de MM une boucle autocrine, cruciale pour la survie du 
plasmocyte tumoral, qui implique la cytokine HB-EGF et son récepteur ErbB1. Le 
développement d’un modèle de génération in vitro de plasmocytes normaux purifiés 
a permis ensuite la comparaison du transcriptome de plasmocytes tumoraux avec 
leur contrepartie normale par des puces à ADN analysant l’expression de 6800 
gènes différents. De nombreux gènes sont différentiellement exprimés entre ces 
deux populations cellulaires et certains gènes surexprimés dans les cellules 
myélomateuses codent pour des protéines qui sont des cibles thérapeutiques 
potentielles, telles que ABL, CBS, RARα ou RhoC. 

La possibilité de comparer pour chaque malade le transcriptome des cellules 
tumorales par rapport à leur équivalent normal va permettre de progresser 
rapidement dans la compréhension des mécanismes impliqués dans l’émergence du 
clone tumoral et l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Cette approche 
pourrait aboutir sur la mise en place d’un traitement « à la carte » du MM basé sur 
l’examen du transcriptome du clone tumoral de chaque patient. 
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1. Le myélome multiple 
 

Le myélome multiple (MM) est caractérisé par l’émergence et l’accumulation 

dans la moelle osseuse d’un clone de cellules plasmocytaires malignes. Seront donc 

successivement détaillés la biologie du plasmocyte normal, puis la biologie du 

plasmocyte tumoral ainsi que les événements connus qui sont à l’origine de cette 

transformation néoplasique. 

I. Le plasmocyte 

Le plasmocyte est la cellule terminale de la différenciation lymphocytaire B. Il 

est, avec les cellules B mémoires, l’aboutissement du processus de sélection et de 

maturation des cellules B spécifiques d’un antigène (Ag). Les lymphocytes B naïfs 

sont générés dans la moelle osseuse, migrent dans le sang périphérique, et peuvent, 

au contact de l’Ag, se différencier dans les organes lymphoïdes secondaires 

(ganglions, rate et tissus lymphoïdes associés aux muqueuses) en  lymphocyte B 

mémoire ou en plasmocyte. Le plasmocyte migre ensuite vers la moelle osseuse 

pour se différencier en plasmocyte mature synthétisant en grande quantité une 

protéine extrêmement spécialisée : l’immunoglobuline (Ig). 

A) De la cellule souche hématopoïétique au lymphocyte B 
mature naïf  

(1) Les différents stades de développement 

Le lymphocyte B se différencie dans la moelle osseuse à partir d’une cellule 

souche hématopoïétique commune myéloïde et lymphoïde CD34+ qui donne 

naissance à un progéniteur lymphoïde commun B, T et NK. Le premier stade identifié 

du lymphocyte B est le lymphocyte pro-B au cours duquel commence le 

réarrangement des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines (d'abord DH-JH 

puis VH-DHJH) (LeBien, 2000). Le phénotype de cette cellule est CD34+/CD19+. Le 

deuxième stade est celui de lymphocyte pré-B défini par l'apparition à la membrane 

d'un pré-BCR qui comprend les deux chaînes lourdes µ réarrangées sur les gènes 
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VHDHJH et deux pseudo chaînes légères (ψCL) formées de l'association d'un 

domaine λ5/IGLL1 et d'un domaine VpréB (Melchers et al., 1993). Cette Ig 

membranaire s’associe à deux hétérodimères Igα/Igβ impliqués dans la transduction 

du signal. Par ailleurs le lymphocyte pré-B perd l’expression du CD34 et de la TDT. Il 

existe au stade de la transition pro-B/pré-B un point de contrôle essentiel, au cours 

duquel plus de 80% des B sont éliminés par apoptose. Le pré-BCR donne en effet un 

signal de survie au lymphocyte pré-B, protégeant ainsi de l’apoptose uniquement les 

lymphocytes B qui ont réarrangé leurs chaînes lourdes. Ceci a été formellement 

démontré dans un modèle murin où l’invalidation du gène λ5 entraîne un blocage de 

la différenciation lymphoïde B entre les stades pro-B et pré-B (Kitamura et al., 1992). 

Chez l’homme, un cas d’agammaglobulinémie congénitale a été identifié comme la 

conséquence d’une absence de pré-BCR à cause de mutations sur les deux allèles 

λ5/IGLL1 (Minegishi et al., 1998). Les chaînes légères vont être réarrangées à ce 

stade (VL-JL). D’une manière générale, le réarrangement de la chaîne kappa précède 

celui de la chaîne lambda : le lymphocyte pré-B réarrange d’abord le gène de la 

chaîne légère kappa, et en d’absence d’un réarrangement fonctionnel, procède au 

réarrangement du locus de la chaîne lambda (LeBien, 2000). 

 

CD34
CD34

CD19

CD10

CD38

IL-7R

CD34

CD19

CD10

CD38

IL-7R

CSH Lymphocyte Pro-B

CD19

CD10

CD38

µ-ΨCL

CD20

CD19

CD10

CD21

CD22

µ-κ/λ
CD

38
CD40CD20

CD19

CD10

CD21

CD22

µ-κ/λ
CD

38
CD40

Lymphocyte Pre-B Lymphocyte B immature  

Figure 1: de la cellule souche hématopoïétique au lymphocyte B immature. 

 

Ces évènements aboutissent au lymphocyte B immature qui exprime un BCR 

sous forme d'une IgM membranaire complète (chaîne lourde et légère) associée de 

manière non covalente aux chaînes Igα/Igβ (voir Figure 3). Finalement, le 

lymphocyte B mature naïf est caractérisé par l’apparition d’une IgD avec 

coexpression membranaire des deux isotypes IgD et IgM par splicing alternatif du 

gène de la chaîne lourde des immunoglobulines. Le lymphocyte B naïf quitte la 
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moelle osseuse pour gagner par voie sanguine les organes lymphoïdes secondaires 

où se déroule la deuxième grande étape de la différenciation B. 

(2) Cytokines, chemokines et contact avec le stroma 

Des cytokines et une interaction avec les cellules stromales médullaires sont 

essentielles pour le développement des précurseurs des lymphocytes B mais sont 

encore peu caractérisées (LeBien, 2000). Chez la souris, l’interleukine-7 (IL-7) joue 

un rôle essentiel. Les animaux dont le gène de l’IL-7 a été invalidé, ou bien le gène 

de l’IL-7R, ou de la sous unité γc des récepteurs de l’IL-2, 4, 7, 9 et 15, ou de la 

tyrosine kinase JAK3 qui est indispensable à la transduction du signal de l’IL-7, 

présentent tous un blocage quasi complet du développement B en même temps 

qu’une absence de lymphocytes T. En revanche, chez l’homme, l’IL-7 joue un rôle 

non essentiel dans la différenciation B puisque des patients qui présentent une 

mutation des gènes de la chaîne γc ont un développement B normal, voire même 

une augmentation du nombre des lymphocytes B dans le sang périphérique, alors 

que les lymphocytes T sont absents (Noguchi et al., 1993). Les molécules qui 

transduisent les signaux essentiels au développement B chez l’homme pourraient 

être FLT3-L, Hevin, ainsi que des molécules non encore identifiées, en particulier des 

cytokines qui se lient aux héparanes sulfates (LeBien, 2000). Par ailleurs les 

récepteurs de la famille Notch et leurs ligands pourraient également intervenir dans 

le développement B mais leur place reste à préciser (Milner et Bigas, 1999; Bertrand 

et al., 2000). Finalement il faut citer le rôle important de la chemokine SDF-

1/CXCL12 (stromal cell-derived factor-1) et de son récepteur CXCR4. Les souris 

SDF-1/CXCL12−/− ou CXCR4−/− ont une lymphopoïèse B et une myélopoïèse très 

compromise (Nagasawa et al., 1996; Tachibana et al., 1998). CXCR4 est exprimé 

sur les cellules souches hématopoïétiques et sur les lymphocytes B tout au long de 

leur différenciation, en particulier aux stades pro-B et pré-B (Aiuti et al., 1999). Le 

ligand de CXCR4, SDF-1/CXCL12 est produit par le stroma médullaire et est 

impliqué dans la localisation des lymphocytes pro-B, pre-B et B dans la moelle 

osseuse (Ma et al., 1999). Les lymphocytes B passent dans le sang périphérique où 

ils circulent avec une demi-vie de trois jours. Le contact avec l’Ag va entraîner leur 

relocalisation dans les organes lymphoïdes secondaires (cf. p 30). Il n’est pas encore 

précisé si le rôle de CXCR4 est seulement celui de diriger les précurseurs du 

lymphocyte B dans le site le plus propice à leur prolifération et à leur survie 
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(« homing »), ou si ce récepteur délivre également un signal de survie et/ou de 

prolifération essentiel. En effet, SDF-1/CXCL12, encore appelé pre-B-cell growth-

stimulating factor, a été cloné initialement par l’équipe de Tadamitsu Kishimoto en 

raison de sa capacité à stimuler une lignée pre-B (Nagasawa et al., 1994). SDF-

1/CXCL12 est capable, en synergie avec l’IL-7, de stimuler la prolifération in vitro de 

progéniteurs pré-B B220+ isolés de la moelle osseuse.  

(3) Facteurs de transcription 

Le facteur de transcription PU.1 de la famille Ets est nécessaire pour la 

différenciation lymphoïde dés les premières étapes, et son invalidation chez la souris 

bloque la différenciation lymphoïde et myéloïde (Scott et al., 1994; O'Riordan et 

Grosschedl, 2000). De même, Ikaros est un facteur de transcription essentiel au 

stade le plus précoce de la différenciation lymphoïde puisque son invalidation chez la 

souris se traduit par une absence des lymphocytes B, T et NK (Georgopoulos et al., 

1994). D’autres facteurs de transcription sont requis spécifiquement pour la 

lymphopoïèse B : EBF (early B-cell factor), E2A et Pax5/BSAP (B-cell-specific 

activator protein). Ces facteurs de transcription ont des séquences cibles dans les 

promoteurs de nombreux gènes lymphocytaires B dont ils régulent ainsi l’expression. 
CSH Lymphocyte Pro-B

µ-ΨCL µ-κ/λ

Lymphocyte Pre-B Lymphocyte B immature

DH-JH VH-DH-JH

PU.1-/-
Ikaros-/-

E2A-/-
EBF-/-

Pax5-/-

 

Figure 2 : facteurs transcriptionnels jouant un rôle essentiel au cours de la 
lymphopoïèse B. 

Les expériences de knock-out ont montré que l’absence des protéines E12 et 

E47 codées par le gène E2A ou de la protéine EBF bloque la différenciation B à un 

stade très précoce, avant le réarrangement des gènes de chaîne lourde d'Ig, tandis 

que l’absence de Pax 5 bloque la transition pro-B/pré-B. E2A ainsi que PU.1 

induisent l’expression de EBF qui reste exprimé à tous les stades de la 
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différenciation B sauf dans le plasmocyte (Hagman et al., 1993; Sigvardsson et al., 

1997). EBF, avec le concours de E2A induit des gènes spécifiquement B comme 

λ5/IGLL1 mais aussi les gènes RAG 1 et 2 (recombination-activating gene) 

nécessaires au réarrangement des gènes des immunoglobulines, et également le 

gène Pax5. Pax5 à son tours va participer à l’induction de gènes B tel CD19, mais 

les expériences de knock-out on révélé un rôle important de Pax5 comme répresseur 

transcriptionnel. En effet, les lymphocytes pro-B des souris Pax5−/− (le 

développement lymphoïde B est bloqué dans les souris Pax5−/−, juste avant le stade 

pré-B) ont la propriété surprenante de se différencier in vitro, ou in vivo après 

transplantation chez la souris SCID, en en une multitude de types cellulaires 

différents : macrophages, ostéoclastes, cellules dendritiques (DC), neutrophiles, 

lymphocytes NK ou T (Nutt et al., 1999; Rolink et al., 1999). Ces résultats suggèrent 

qu’un des rôles majeurs de BSAP est d’engager la différenciation B en réprimant des 

gènes non B. On peut donc brosser le tableau suivant : dans une cellule 

multipotente, l’expression de E2A puis de EBF initie la différenciation lymphoïde B et 

va induire l’expression de Pax5 qui va bloquer tout autre possibilité de différenciation.  

 

B) Vers le lymphocyte B mémoire et le plasmocyte 
Au stade de lymphocyte mature naïf, un grand nombre de lymphocytes B 

exprimant des Ig membranaires de faible affinité ont été générés. Cependant, la 

production d’anticorps neutralisant de forte affinité requiert une maturation de la 

réponse immunitaire qui va prendre place dans les organes lymphoïdes secondaires. 

Pour continuer sa différenciation, le lymphocyte B naïf doit rencontrer un Ag dont il 

est spécifique et interagir avec un lymphocyte T spécifique de ce même Ag. Le 

lymphocyte B activé migre alors dans le follicule lymphoïde pour aboutir à la 

synthèse d’un anticorps de forte affinité puis la différenciation en lymphocyte B 

mémoire ou en plasmocyte.  

(1) Rencontre avec l’Ag et activation du BCR 

Le contact du lymphocyte B naïf avec l’antigène via le BCR commence à 

activer le lymphocyte ce qui entraîne l’internalisation de l’Ag. L’Ag est alors dégradé 

et processé pour être présenté par des molécules du CMH de classe II. Cette 

activation ne sera cependant complète qu’après contact avec le lymphocyte T. 
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L’activation du lymphocyte B est déclenchée par l’agrégation des IgM de 

surface au contact d’un antigène multivalent. 

Cette agrégation déclenche une cascade de 

transduction complexe qui a lieu au niveau de 

régions de la membrane cellulaire appelés GEM 

(glycolipid-enriched microdomains ou lipid 

rafts). Les GEM sont des zones de la 

membrane cytoplasmique qui sont enrichies en 

cholestérol, en sphingolipides, en protéines GPI 

(glycosinositolphosphate) et en molécules de 

signalisation telles que les protéines tyrosine 

kinases de la famille src. Le premier événement 

de signalisation, induit par la relocalisation du 

BCR sur les GEM, est la phosphorylation sur 

tyrosine des domaines intracytoplasmiques 

ITAM (Immunoreceptor tyrosine activation motif) 

des molécules Igα (CD79a) et Igβ (CD79b) du 

BCR par Lyn, une protéine tyrosine kinase de la 

famille src (Matsuuchi et Gold, 2001). Sur ces 

tyrosines phosphorylées vient alors se fixer par 

son domaine SH2 la protéine tyrosine kinase Syk, qui à son tour va phosphoryler la 

protéine adaptatrice BLNK (B-cell linker protein)/BASH (B-cell adaptor containing an 

SH2 domain)/SLP-65 (SH2-domain-containing leukocyte protein of 65 kDa). BLNK 

phosphorylée recrute alors Btk (Bruton's tyrosine kinase) qui est une protéine 

tyrosine kinase de la famille Tec, ainsi que la phospholipase C gamma 2 (PLγC2), 

Vav-2, Grb2 et HKP-1 (Leo et Schraven, 2001). Btk et Syk vont de concert activer la 

PLCγ2 par phosphorylation. La PLCγ2 hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-

biphosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et diacylglycerol (DAG). L’IP3 

provoque la libération du calcium intracellulaire à partir du réticulum endoplasmique, 

ce qui entraîne la translocation dans le noyau et donc l’activation du facteur de 

transcription NF-AT (nuclear factor of activated T cells). L’activité transcriptionnelle 

de NF-AT est de plus augmentée par l’action de Vav-2 (Doody et al., 2000). Le DAG 

active par ailleurs la voie de la PKC. La PLCγ2 et Btk qui ont donc été rapprochées 

Igα - Igβ

Chaîne lourde Ig
Chaîne légère Ig

Domaines ITAM

Figure 3: le BCR est composé de 
deux chaînes lourdes et de deux chaînes 
légères d’immunoglobuline, ainsi que d’un 

hétérodimère Igα-Igβ. 
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par la protéine adaptatrice BLNK, vont activer ensemble les facteurs de transcription 

de la famille NF-κB (Tan et al., 2001; Petro et Khan, 2001). Les membres de cette 

famille de transcription incluent p50/ NF-κB1, p52/ NF-κB2, RelA, c-Rel et RelB, qui 

ont tous la capacité de former des homo- ou hétérodimères. Dans les cellules 

quiescentes, les dimères NF-κB sont 

séquestrés dans le compartiment 

cytoplasmique par une liaison avec des 

membres de la famille IκB, tel que IκBα. Après 

activation du lymphocyte B par agrégation du 

BCR, IκBα est phosphorylé par le complexe 

kinasique IKK (IκB kinase), ce qui provoque 

son ubiquitinilation et sa dégradation par le 

protéasome [Petro, 2000 #2365]. NF-κB se 

dirige alors vers le noyau où il exerce ses 

fonctions transcriptionnelles. Il est maintenant 

bien établi que les membres de la famille NF-

κB jouent un rôle important dans l’activation 

lymphocytaire B (Bendall et al., 1999; 

Franzoso et al., 1998). Ils sont important à la 

fois pour la prolifération et la prévention de 

l’apoptose par l’induction de la protéine 

antiapoptotique Bcl-XL (Lee et al., 1999; Tan 

et al., 2001; Marshall et al., 2000). Une autre 

voie de signalisation induite par l’activation du BCR est la voie de la PI3K. Les 

protéines tyrosine kinases Syk et Btk vont phosphoryler une protéine adaptatrice 

récemment clonée, BCAP, et celle-ci va fixer sur ses tyrosines phosphorylées la sous 

unité p85 de la PI3K qui va ainsi s’activer (Okada et al., 2000). A son tour, la PI3K va 

débuter une cascade de signalisation dont un des aspects important est l’activation 

de PKB/AKT. PKB/AKT va jouer un rôle à la fois sur la prolifération et la survie du 

lymphocyte B en bloquant par phosphorylation les protéines pro-apoptotiques Bad et 

caspase 9, en activant NF-κB, et en potentialisant les effets du calcium intracellulaire 

sur l’activation de NF-AT (Marshall et al., 2000). L’activation du BCR active 

également la voie ubiquitaire des MAPK. La place de cette voie de signalisation a été 

Figure 4 : les voies de signalisation 
intracytoplasmiques mises en jeux par 
l’activation du BCR (morceaux choisis). 
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explorée par des expériences introduisant une forme constitutivement active de ras 

dans les lymphocytes de souris au fond génétique RAG−/− (Shaw et al., 1999). Ces 

souris, dépourvues de BCR car dépourvues d’activité recombinase et donc 

d’immunoglobulines, présentent un développement lymphoïde B jusqu’au stade de 

lymphocyte B mature, ce qui montre qu’une activation forcée de la voie des MAPK 

peut donner un signal équivalent à celui délivré par le BCR. Enfin il faut citer 

l’activation des petites GTPases dont Rho, qui est activée par l’intermédiaire de Vav-

2 et entraîne un remaniement du cytosquelette (Leo et Schraven, 2001).  

La fonction in vivo de nombreux protagonistes de cette cascade de 

signalisation a été démontrée par des expériences de knock-out chez la souris. 

L’invalidation des gènes de Syk, de Btk, de BNLK, de la sous unité p85 de la PI3K, 

de PLγC2 ou de PKCβI/II donne des altérations sévères du développement 

lymphocytaire B (Kurosaki, 2000). Citons chez l’homme l’agammaglobulinémie liée à 

l’X, qui est secondaire à des mutations du gène Btk (Xq22) et qui se traduit par une 

hypogammaglobulinémie profonde touchant toutes les classes d’immunoglobulines 

(LeBien, 2000). La maturation de la différenciation lymphocytaire B est bloquée entre 

le stade pro-B et pré-B, reflétant la nécessité de Btk à la fois pour la signalisation du 

pré-BCR et du BCR. Ces patients ont dans le sang périphérique moins de 1% des 

lymphocytes B d’un sujet normal et présentent des infections bactériennes répétées. 

Avant l’utilisation en thérapeutique d’immunoglobulines intraveineuses, la maladie 

était constamment mortelle (Lévy, 1995).  

L’activation du BCR va être modulée par des co-récepteurs. Les molécules 

transmembranaires CD22, CD72 et RFcγIIB possèdent au niveau de leur domaine 

intracytoplasmique des motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine inhibition motif). Après 

phosphorylation, ces ITIMs recrutent des phosphatases intracytoplasmiques qui vont 

freiner le signal délivré par le BCR en déphosphorylant les nombreuses protéines 

phosphorylées sur tyrosine au cours de l’activation lymphocytaire B. CD22 et CD72 

recrutent SHP-1 tandis que RFcγIIB recrute SHIP. Les ligands de ces co-récepteurs 

du BCR sont les résidus d’acide sialique présents notamment sur CD45RO ou les 

IgM pour CD22, les IgG pour le RFcγIIB, et CD100 pour CD72. CD100 est une 

sémaphorine présente sur les lymphocytes T. Un contact avec un lymphocyte T va 

entraîner la fixation de CD100 sur CD72, ce qui provoque la déphosphorylation des 

domaines ITIM de CD72, donc la dissociation de SHP-1 et la levée de l’inhibition du 



 19

BCR (Kumanogoh et al., 2000). Une autre molécule inhibitrice du BCR, de 

localisation cytoplasmique, est Cbl. C’est un protéine adaptatrice dont la fonction 

inhibitrice pourrait passer par une inhibition de l’activité kinase de Syk, la 

séquestration de raf, un des éléments de la cascade des MAPK, ou encore en une 

compétition avec la PLγC2 pour la liaison avec BNLK (Leo et Schraven, 2001). 

Il existe également des co-récepteurs du BCR qui ont une fonction activatrice. 

Citons le complexe CD19/CD81/CD21 : CD21 est un récepteur au complément 

tandis que CD19, qui peut fixer les IgM et les héparanes sulfates, est impliqué dans 

la transduction du signal, en particulier en augmentant l'activité d'Akt et en activant 

Vav. 

La conséquence fonctionnelle la plus évidente de l’existence de ces co-

récepteurs est une stimulation majorée du BCR si l’Ag est rencontré en conjonction 

avec une activation de la voie du complément (Dempsey et al., 1996), tandis qu’au 

contraire l’activation du BCR par un Ag couplé à un anticorps sera inhibée par le 

récepteur à la partie Fc de l’anticorps. L’intégration par le lymphocyte B naïf de cette 

information supplémentaire concernant l’Ag permet au système immunitaire une 

économie de taille puisque les complexes Ag-Ac s’accumulent à un stade de la 

réponse immune où il n’est plus utile d’activer des lymphocytes supplémentaires pour 

produire plus d’anticorps (DeFranco, 1996).  

(2) Rencontre avec le lymphocyte CD4 

Le contact du lymphocyte B naïf, préactivé par une stimulation du BCR, avec 

un lymphocyte CD4 spécifique du même antigène est nécessaire pour une réponse 

immunitaire humorale efficace. Bien que les cytokines et les chemokines aient une 

place importante dans la maturation de la réponse anticorps, un contact physique 

entre le lymphocyte B et T est indispensable. Cette obligation permet un meilleur 

contrôle de la réponse immunitaire humorale puisque l’élimination des lymphocytes 

autoréactifs T semble plus complète que celle des lymphocytes autoréactifs B 

(Bishop et Hostager, 2001).  

Le lymphocyte T naïf va être activé par les cellules dendritiques interdigitantes 

(IDC). Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules spécialisées dans la capture 

de l’Ag et son apprêtement, et l’activation des lymphocytes. La capture de l’Ag dans 

les tissus est effectuée par filtrage dans des sites potentiels d’infection dans les 

tissus et près des sinus des tissus lymphoïdes secondaires où les cellules 
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dendritiques internalisent les micro-organismes. Alertées par la réponse immune 

naturelle (non spécifique) en réaction à une infection – via les interférons, le TNFα, le 

complément ou les lipopolysaccharides bactériens – les DC migrent dans la zone T 

des organes lymphoïdes secondaires et deviennent des IDC. Les IDC vont apprêter 

l’Ag et le présenter aux cellules T CD4 dans le contexte du complexe majeur 

d’histocompatibilité (MHC) de classe II. La reconnaissance de l’Ag présenté par l’IDC 

par le TCR du lymphocyte CD4 entraîne l’activation du lymphocyte qui va alors 

exprimer la molécule CD40L et les cytokines capables d’activer pleinement le 

lymphocyte B naïf. Des travaux récents montrent que l’IDC est elle-même activée par 

le contact avec le lymphocyte CD4, en particulier via le couple CD40/CD40L, et va 

favoriser la prolifération et la différenciation du lymphocyte B par la sécrétion d’IL-12 

(Dubois et al., 1998; Dubois et al., 1997). Un flux constant de cellules T quittent le 

compartiment sanguin des ganglions et des plaques de Peyer et transitent par la 

zone T en passant à travers les veinules endothéliales hautes (HEV), ce qui permet à 

un très grand nombre de lymphocytes T de surveiller les antigènes capturés sur les 

sites infectieux de l’organisme et présentés par les IDC. L’activation altère le trafic de 

ces rares lymphocytes CD4 et B spécifiques de l’Ag et les immobilise dans la zone T. 

L’activation du lymphocyte B par contact avec le lymphocyte CD4 est médié 

par plusieurs couples ligand/récepteur. Le premier par ordre chronologique à être mis 

en jeu est la reconnaissance par le MHC de classe II de l’antigène présenté par le 

TCR du lymphocyte CD4. L’interaction du MHC de classe II avec le TCR va participer 

à la prolifération et à la différenciation du lymphocyte B (Scholl et Geha, 1994). La 

signalisation du MHC de classe II semble faire intervenir les corécepteurs du BCR 

CD19 et CD22 et la relocalisation du MHC de classe II sur les GEM qui sont le lieu 

de la signalisation du BCR (Bobbitt et Justement, 2000; Huby et al., 1999). Il y a 

également des molécules d’adhésion comme CD54 (ICAM-1) et CD11a-CD18 (LFA-

1) qui induisent une adhésion homotypique ou hétérotypique (Bishop et Hostager, 

2001). Ainsi que nous l’avons mentionné dans le chapitre précédent, la molécule 

inhibitrice CD72 est neutralisée par l’interaction avec la sémaphorine CD100 

exprimée par le lymphocyte CD4 (Kumanogoh et al., 2000). 

Mais la partie la plus importante du signal que délivre le lymphocyte CD4 au 

lymphocyte B est apportée par des molécules de la famille TNF, en premier chef par 

les interactions CD40L-CD40. 



 21

(3) Famille TNF/TNF-R et activation du lymphocyte B 

Le TNF (tumor necrosis factor) et la lymphotoxine (LT) ont été clonés il y a 

trente ans. Ces deux molécules sont les chefs de file d’un groupe de protéines qui 

comporte aujourd’hui une vingtaine de ligands et autant de récepteurs, et qui 

constitue la superfamille du TNF et du TNFR. Cette vaste famille a fait l’objet d’une 

revue récente de la littérature (Locksley et al., 2001). Mais l’inventaire des membres 

de cette superfamille n’est pas terminée : en septembre 2001 vient d’être cloné un 

récepteur, BAFF-R, qui joue un rôle est essentiel dans le développement 

lymphocytaire B (cf. infra).  

La molécule CD40/TNFRSF5 est la molécule co-stimulatrice majeure des 

lymphocytes B et est présente constitutivement sur les lymphocytes B. Son ligand, la 

molécule CD40L/CD154/TNFSF5, est induit de façon rapide et transitoire à la surface 

des lymphocytes CD4 activés par les cellules dendritiques. Le signal CD40/CD40L 

joue un rôle essentiel à toutes les étapes de la différenciation lymphocytaire B 

secondaire: prolifération, mutations somatiques, blocage de l’apoptose dans les 

centrocytes de forte affinité, commutation isotypique et différenciation en 

lymphocytes B mémoires (Banchereau et al., 1994). Cette fonction centrale a été 

montrée in vivo par l’observation que les enfants portant des mutations du CD40L 

développent un syndrome d’hyper IgM avec accumulation d’IgM et absence des 

autres classes d’Ig, absence de centre germinatif et incapacité à monter une réponse 

humorale efficace (DiSanto et al., 1993). L’analyse des voies de signalisation que 

déclenche le CD40 reste en revanche mal comprise (Bishop et Hostager, 2001). Il 

est acquis cependant que plusieurs molécules adaptatrices, membres de la famille 

des TRAF (TNF-R-associated factors), se lient à la partie carboxy-terminale, 

intracytoplasmique, de CD40 : TRAF1, 2, 3, 5 et 6. En aval des TRAF vont être 

activés des facteurs de transcription de la famille NF-κB, les voies SAPK (stress-

activated protein kinase) JNK et p38, et la voie PI3K/AKT (Bishop et Hostager, 2001; 

Andjelic et al., 2000). Plusieurs molécules anti-apoptotiques sont induites par NF-κB 

et expliquent les effets induit par le CD40 sur la survie des lymphocytes B activés, 

notamment A1, A20 et cFLIP (Zong et al., 1999; Sarma et al., 1995; Kreuz et al., 

2001). Par ailleurs la stimulation de CD40 active plusieurs kinases (JAK3, Lyn, Syk, 

PI3K), la PLCγ2 et les STAT3 et 5 (Kehry, 1996; Hanissian et Geha, 1997). 
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D’autres molécules de la famille TNF-R interviennent. Le couple OX40/OX40L 

(CD134/CD134L ou TNFSF4/TNFRSF4) est important et l’invalidation de OX40L 

chez la souris inhibe la réponse humorale (Murata et al., 2000). Son récepteur, 

OX40, est exprimé par les lymphocytes T et joue un rôle de co-stimulateur dans 

l’activation lymphocytaire T, mais des arguments expérimentaux indiquent que le 

ligand OX40L, exprimé sur les lymphocytes B activés, délivrerait directement un 

signal de prolifération et de différenciation vers le lymphocyte B (Stuber et al., 1995). 

Très récemment vient d’être mis en lumière un rôle important pour un nouveau 

couple récepteur/ligand de la famille TNF : BAFF/Blys/TALL-

1/THANK/zTNF4/TNFSF13B et son ligand BAFF-R qui vient d’être cloné (Thompson 

et al., 2001; Yan et al., 2001). BAFF stimule les lymphocytes B périphériques 

immatures et des souris transgéniques surexprimant BAFF présentent une 

augmentation du nombre des lymphocytes B matures et T effecteurs, et des 

désordres auto-immuns ressemblant à ceux du lupus érythémateux disséminé (LED) 

(Mackay et al., 1999; Batten et al., 2000). Effectivement, les souris BAFF−/− ou BAFF-

R−/− ont un phénotype comportant une réduction sévère du nombre des lymphocytes 

matures périphériques et une diminution de dix fois du taux sérique des Ig 

(Schiemann et al., 2001; Thompson et al., 2001). Ces observations pourraient 

déboucher sur des applications thérapeutiques dans certaines pathologies auto-

immunes telles que le LED où il existe un excès de BAFF dans le sérum des patients 

(Zhang et al., 2001a). Une autre molécule de la famille du TNF-R, CD27/TNFRSF7, 

stimule la différenciation B à un stade tardif (cf. p 27). Par ailleurs certains membres 

de la superfamille TNF/TNFR sont indispensables au développement de 

l’architecture du centre germinatif et donc à la réponse humorale de haute affinité. 

Les souris knock-out pour les gènes TNF-α/TNFSF2, TNF-R/TNFRSF1A, LT-

α/TNFSF1, LT-β/TNFSF3 et LT-βR/TNFRSF3 sont dépourvues de centres 

germinatifs, ont une architecture de la rate altérée et ne peuvent établir une réponse 

humorale secondaire (Gonzalez et al., 1998; Futterer et al., 1998). En particulier, la 

LT-α exprimée par le lymphocyte B est essentielle pour le développement des FDC 

qui sont des cellules indispensables à la structure du centre germinatif (Gonzalez et 

al., 1998).  

A l’inverse, CD30/TNFRSF8 et son ligand CD153/TNFSF8 ont un rôle 

inhibiteur dans la différenciation lymphocytaire B. L’expression de CD30 est induite 
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sur le lymphocyte B par une stimulation CD40/CD40L mais réprimé par l’expression 

du BCR. L’activation des molécules CD30 par leur ligand CD153, exprimé par les 

lymphocytes T activés, bloque l’activation lymphocytaire B (Cerutti et al., 1998). Ce 

mécanisme peut expliquer que l’activation non spécifique d’un lymphocyte B par des 

molécules CD40L d’un lymphocyte T est bloquée en l’absence d’un signal BCR. La 

molécule CD95/Fas/TNFRSF6 joue également un rôle essentiel dans le contrôle 

négatif de la réponse humorale. Le signal CD40 induit l’expression de CD95 par les 

lymphocytes B qui deviennent ainsi très susceptibles à l’apoptose induite par le 

ligand de ce récepteur pro-apoptotique, CD95L, exprimé par les lymphocytes T 

activés. Des anomalies dans l’expression ou la fonction de CD95 ou de son ligand 

provoquent in vivo de sévères dérégulations de la réponse immunitaire humorale 

telles qu’une hypergammaglobulinémie, des lymphadénopathies et une auto-

immunité (Krammer, 2000). Il est clair cependant qu’un lymphocyte B activé 

spécifiquement et à bon escient échappe à ce signal mortel (Foote et al., 1998). Le 

blocage de cette apoptose ferait intervenir l’induction de la protéine anti-apoptotique 

c-FLIP par le signal délivré par le BCR et le CD40 (Hennino et al., 2000). 

(4) Réponse anticorps primaire 

Parmi les lymphocytes B ainsi activés, certains vont se différencier 

directement sur place dans les cordons médullaires ganglionnaires en plasmocytes à 

courte durée de vie (14 jours) et sécréteurs d’une IgM caractéristique de la réponse 

anticorps primaire. Cette Ig M est de faible affinité car les gènes des 

immunoglobulines de ces plasmocytes n’a pas subit de mutations somatiques, et elle 

ne contribue pas à la production à long terme des anticorps. Cependant le rôle de 

cette vague d’anticorps est importante car elle fournit une première barrière rapide 

contre l’infection (Tarlinton et Smith, 2000). 

(5) Voyage au centre germinatif 

D’autres lymphocytes B activés de manière T-dépendante vont migrer dans la 

zone B des tissus lymphoïdes et initier la formation des centres germinatifs (GC), ou 

follicules secondaires, où ils vont proliférer intensément : c’est le stade de 

centroblaste (Liu et al., 1997). Ces cellules forment la zone sombre du GC et               

m 
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Figure 5 : centre germinatif. Voir description dans le texte. 
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n’expriment plus d’Ig de surface. La prolifération est induite par l’activation CD40 et 

des cytokines dont l’IL-4 (Wagner et al., 1998; Wagner et al., 2000). Cette stimulation 

induit l’expression de haut niveaux de cycline D3, de CDK6 et de c-myc, 

responsables de l’activation du cycle cellulaire (Wagner et al., 1998; Liu et al., 1997). 

C’est durant cette phase que se produisent les mutations somatiques des gènes VH 

et VL, qui vont modifier l’affinité de l’Ig pour l’Ag. Les centroblastes migrent ensuite 

vers la zone claire du follicule et se différencient en centrocytes qui expriment à 

nouveau des Ig membranaires. Les centrocytes sont alors hautement susceptibles à 

l’apoptose. Cette sensibilité à l’apoptose est corrélée à la forte expression de 

molécules pro-apoptotiques telles que p53, Bax, Fas et c-myc (Liu et al., 1997; 

Krammer, 2000). Cette apoptose joue un rôle essentiel dans la sélection d’un 

répertoire d’Ig de haute affinité (Tarlinton et Smith, 2000). En effet, seuls les 

centrocytes à forte affinité pour l’Ag vont être sélectionnés tandis que ceux à faible 

affinité vont mourir par apoptose. L’antigène est présenté sous forme d’immuns 

complexes à la surface des cellules dendritiques folliculaires (FDC). Les FDC sont 

des cellules qui ont une 

morphologie dendritique et 

constituent l’architecture des GC. 

Leur origine lymphoïde ou 

mésenchymateuse reste débattue 

(Kapasi et al., 1998). Deux sortes 

de signaux positifs sont 

nécessaires à la survie de la 

cellule B à ce stade : (i) la 

reconnaissance de l’Ag par une Ig 

de surface de haute affinité, et 

d’autre part (ii) la présentation de 

cet Ag par le MHC de classe II au 

lymphocyte CD4 spécifique de 

l’Ag, dont l’activation sera synonyme de l’expression de molécules CD40L (Liu et al., 

1997). Ces signaux sont renforcés par la présence de complément (CD21L) sur 

l’antigène qui va activer le CD21 à la surface du lymphocyte B (Qin et al., 2000; Tew 

et al., 2001). D’autres cytokines participent également à ce stade à la prolifération et 
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Figure 6 : relations entre le centrocyte et la FDC 
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à la survie des lymphocytes B : IL-2, IL-4, IL-10, IL-13 et HGF (Klein et al., 1995; Pals 

et al., 1998).  

Le signal d’activation fournit par le lymphocyte T via le couple CD40/CD40L va 

induire à cette étape la commutation isotypique ou CS (class switching) des Ig qui 

aboutit à la production d’IgA, d’IgG et d’IgE. Parmi les cytokines que nous venons 

d’évoquer, l’IL-2 est importante pour la prolifération et la différenciation des 

lymphocytes B activés, mais n’intervient pas dans le CS, l’IL-4 et l’IL-13 induisent la 

prolifération des lymphocytes B et favorisent le CS vers les classes IgG4 et IgE, 

tandis que l’IL-10, également un cofacteur pour la prolifération, est surtout une 

cytokine importante pour la différenciation vers une cellule sécrétrice d’une Ig et 

favorise un CS vers les classes IgG1, IgG3 et IgA1 (Punnonen et al., 1993; Morimoto 

et al., 2000; Choe et Choi, 1998). Le CS est un réarrangement du double brin d’ADN 

entre la région de switch de l’IgM (Sµ) et une région de switch en aval sur le gène 

des Ig, suivit de l’excision de la séquence entre ces deux sites sous forme de ADN 

circulaire (Snapper et al., 1997). Le CS fait intervenir les protéines Ku70 et Ku80, qui 

sont initialement associées au CD40 puis sont transloquées dans le noyau après 

activation du CD40, et la DNA-PK pour la réparation des cassures double brin que 

génèrent le CS (Morio et al., 1999). Au cours de ce remaniement génétique, des 

erreurs peuvent se produirent et contribuer à la cancérisation du plasmocyte.  

Après sélection des clones de haute affinité pour l’Ag, les lymphocytes B des 

GC peuvent se différencier soit en lymphocytes B mémoires, soit en plasmocytes. Le 

couple CD40/CD40L intervient en bloquant la différenciation terminale vers le 

plasmocyte. L’équipe de Banchereau a montré qu’en présence d’IL-2 et d’IL-10, les 

centrocytes CD20++CD38+ vont se différencier en lymphocyte B mémoire 

CD20++CD38− s’ils conservent un signal CD40L, tandis qu’ils se différencieront en 

plasmocyte CD20−CD38++ si le signal CD40L s’éteint (Liu et al., 1997; Arpin et al., 

1995; Callard et al., 1995). Le signal CD40 bloque la transcription de gènes 

normalement activés lors de la différenciation plasmocytaire comme ceux des 

immunoglobulines et du facteur de transcription BLIMP-1 (cf. infra p 34) (Randall et 

al., 1998). 
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Figure 7 : Différenciation du centrocyte en lymphocyte B mémoire ou en plasmocyte 
selon les signaux d’activation. (Liu et al., 1997) 

Cependant, l’équipe de Choi vient de proposer un modèle de différenciation in 

vitro sensiblement différent, où les centrocytes sont maintenu en culture en présence 

de la lignée de FDC HK, d’IL-2 et de CD40L, et vont se différencier en lymphocyte B 

mémoires si ils sont en présence d’IL-4 mais en plasmocytes si ils sont en présence 

d’IL-10 (Zhang et al., 2001b). La molécule FDC-SM-8D6, exprimée par les FDC, est 

indispensable à la génération de plasmocytes dans le modèle in vitro de Zhang et al. 

en favorisant leur prolifération, mais est superflu pour la genèse des lymphocytes B 

mémoires (Zhang et al., 2001b). Il faut noter que la réponse immune humorale dans 

les souris IL-4−/− est conservée mais avec des modifications dans la répartition des 

différents isotypes, notamment l’absence d’IgE et un faible niveau d’IgG1 (Kopf et al., 

1993). 

Le couple CD27/CD70 stimule également la différenciation plasmocytaire 

dans le GC. CD27 est un membre de la famille du TNF-R dont le ligand est CD70. 

CD27 est exprimé sur une sous-population des lymphocytes B, les plasmocytes et la 

majorité des lymphocytes T. Cette molécule a été proposée comme un marqueur des 

lymphocytes B mémoires (Agematsu et al., 2000). En effet, seuls les lymphocytes B 

IgD+CD27+ sont porteur de mutations somatiques dans les parties variables des 

gènes des immunoglobulines et non les cellules IgD+CD27−. De plus, les 

lymphocytes B du GC CD27+ sont capables de se différencier rapidement en 

plasmocytes mais pas les cellules CD27− (Agematsu et al., 2000). D’autre part, in 

vitro, la stimulation de CD27 par CD70 augmente le nombre de plasmocytes obtenus 



 28

(Agematsu et al., 1998). Cependant les souris dont le gène CD27 est invalidé 

présentent une immunité humorale conservée, tandis que l’immunité cellulaire est 

perturbée (Hendriks et al., 2000). 

Enfin, il a été observé que la mise en jeu de OX40L sur le lymphocyte B 

augmentait la quantité d’Ig synthétisé au cours de la différenciation B, et il a été 

proposé l’intervention séquentielle des trois couples suivants de récepteurs de la 

famille TNF au cours de la différenciation B vers le plasmocyte : CD40/CD40L pour la 

prolifération cellulaire avant la différenciation plasmocytaire, CD27/CD70 pour la 

prolifération des lymphocytes B en train de se différencier en plasmocyte, et 

OX40L/OX40 pour l’augmentation de la quantité d’Ig synthétisée par plasmocyte 

(Morimoto et al., 2000). 

Deux cytokines interviennent dans la différenciation du lymphocyte B vers le 

plasmocyte. L’IL-10 oriente le lymphocyte du GC vers le plasmocyte et bloque 

l’expansion des lymphocytes B mémoires en les induisant à se différencier en 

plasmocytes (Choe et Choi, 1998). L’IL-6 augmente le cycle cellulaire des 

lymphocytes B du centre germinatif et augmente la quantité d’Ig synthétisée dans les 

expériences de différenciation in vitro des lymphocytes B du GC (Kopf et al., 1998). 

Nous traiterons de l’IL-6 dans le paragraphe (7) ci-dessous sur le plasmocyte (p 28). 

(6) Le lymphocyte B mémoire 

Les lymphocytes B mémoires quittent le GC pour la circulation sanguine et se 

dirigent vers les tissus périphériques et les zones d’inflammation. Avec l’aide des 

lymphocytes T mémoires, ils seront responsables lors d’une stimulation antigénique 

ultérieure d’une réponse immunitaire humorale plus rapide et plus efficiente. Les 

lymphocytes mémoires se différencient en effet préférentiellement en plasmocytes 

lors d’une activation par l’Ag et le lymphocyte CD4, synthétisant immédiatement des 

anticorps de haute affinité (Liu et al., 1997). Maruyama et al. ont récemment apporté 

la démonstration dans un modèle de souris transgénique que la mémoire immunitaire 

humorale peut persister indépendamment de l’Ag (Maruyama et al., 2000). 

(7) Le plasmocyte 

Alors que la biologie du lymphocyte B a été largement étudiée, la biologie du 

plasmocyte est encore peu connue. 
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Les cellules plasmocytaires générées dans les tissus lymphoïdes secondaires 

migrent et sont retenus dans la moelle osseuse par le récepteur de chemokine 

CXCR4 et des molécules d’adhésion (cf. infra p 30). Cette interaction avec le 

microenvironnement médullaire apporte des signaux directs de survie aux cellules 

plasmablastiques. Les plasmocytes d’amygdale ou de la moelle osseuse meurent 

rapidement par apoptose après purification, mais cette mort cellulaire est bloquée par 

contact avec des fibroblastes ou des cellules stromales médullaires (Merville et al., 

1996; Kawano et al., 1995). La différenciation intra-médullaire des cellules 

plasmablastiques en plasmocytes est peu connue, mais comporte une phase de 

prolifération et une phase de différenciation. Un stade plasmablastique hautement 

proliférant a été clairement montré dans des systèmes de différenciation B in vitro et 

dans des cas de plasmocytose réactionnelle (Jelinek et Lipsky, 1983; Gavarotti et al., 

1985). Cette situation clinique rare est caractérisée par un passage de quelques 

jours dans le sang périphérique d’un important contingent de plasmocytes au 

phénotype immature CD19+ CD38+ CD138+ CD40+ CD45+ CD11a+ CD49e− CD56− 

(Jego et al., 1999). Ces cellules plasmocytaires sont très proliférantes ce qui suggère 

que ces cellules sont des progéniteurs de plasmocytes, les plasmablastes. Les 

plasmablastes les plus immatures CD138− peuvent se différencier en quelques jours 

in vitro en plasmocytes au phénotype mature CD138+, avec perte concomitante du 

HLA classe II, augmentation de l’intensité du CD38 et sécrétion intense d’Ig. Cette 

différenciation est bloquée par des anticorps anti-IL-6 ou anti-IL-6R. Dans ce modèle, 

l’IL-6 est apportée par les monocytes présent dans la culture (Jego et al., 1999). Une 

analyse détaillée de la différenciation in vitro de lymphocytes B d’amygdale en 

plasmocytes a permis d’identifier l’IL-6 comme un facteur de croissance (prolifération 

et survie) des plasmablastes en cours de différenciation et non comme un facteur de 

différenciation (Jego et al., 2001). D’autres arguments soulignent que l’IL-6 est une 

cytokine essentielle dans la biologie plasmocytaire normale. L’inactivation du gène 

IL-6 par recombinaison homologue induit chez la souris une baisse marquée de la 

réponse IgG, sans modification du nombre de plasmocytes médullaires ni du taux 

global d’IgG, et un déficit majeur dans la synthèse d’anticorps IgA dans les 

muqueuses (Kopf et al., 1994; Ramsay et al., 1994). A l’inverse, la surexpression 

d’IL-6 dans les lymphocytes B en insérant le gène de l’IL-6 en aval de l’enhancer Eµ 

provoque des plasmocytoses oligoclonales massives et les souriceaux meurent à 

sept semaines (Suematsu et al., 1989).  
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La protection de l’organisme contre les réinfections et l’efficacité de la plupart 

des vaccins repose sur une mémoire humorale à long terme, capable de synthétiser 

en quelques jours de haut titres d’anticorps neutralisant de forte affinité (Ochsenbein 

et al., 2000). Il semble établi que la mémoire immunitaire puisse persister en dehors 

de la présence de l’Ag (Maruyama et al., 2000; Ochsenbein et al., 2000). Mais le 

support cellulaire de cette immunité à long terme reste encore débattu: lymphocyte B 

mémoire, capable de se différencier rapidement en plasmocyte à durée de vie courte 

en cas de stimulation antigénique, ou plasmocyte à longue durée de vie, persistant 

dans la moelle osseuse pendant plusieurs années ? Cette dernière hypothèse a été 

renforcée par deux publications récentes, identifiant dans la moelle osseuse des 

cellules non proliférantes synthétisant des anticorps spécifiques pendant une longue 

période, supérieure à un an chez la souris (Manz et al., 1997; Slifka et Ahmed, 1998; 

Slifka et al., 1998). Cependant l’équipe de Rolf Zinkernagel dans une étude récente a 

montré que la mémoire humorale protectrice repose sur l’existence de lymphocyte B 

mémoires capables de survivre longtemps (plus de un an chez la souris), en dehors 

de la présence de l’Ag, non proliférants, relativement radiorésistants et capables de 

se différencier en quelques jours en plasmocytes de courte durée de vie. Ce 

processus de différenciation en plasmocyte nécessite la présence de l’Ag, de 

lymphocytes CD4 et peut se dérouler dans la moelle osseuse puisqu’il se déroule 

avec la même efficacité dans des souris déficientes en organes lymphoïdes 

secondaires (Ochsenbein et al., 2000). 

(8)  Chemokines 

La fréquence d’un lymphocyte B ou T spécifique d’un Ag comme la toxine 

tétanique est de l’ordre de 10-6, et pourtant ces deux cellules doivent se rencontrer 

pour établir une réponse immune efficace. Favoriser la rencontre entre les cellules 

présentatrices de l’antigène et les très rares lymphocytes B et T qui en sont 

spécifiques est la principale fonction des organes lymphoïdes secondaires (Cyster, 

1999). Ce déplacement des cellules du système immunitaire est gouverné en grande 

partie par les chemokines. 

Les chemokines dont de petites protéines basiques chemoattractantes dont 

on distingue quatre types différents selon le nombre et l’espacement qui sépare les 

résidus cystéine localisés à l’extrémité amino terminale: C, CC, CXC ou CX3C. Ce 

sont toutes des molécules secrétées, sauf la seule chemokine CX3C, la fractalkine, 
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qui est transmembranaire. Les récepteurs des chemokines ont sept domaines 

transmembranaires et fonctionnent en étroite association avec des protéines 

hétérotrimériques qui lient le GTP (« protéines G ») (Zlotnik et Yoshie, 2000). Les 

chemokines ont tout d’abord été identifiées comme des facteurs synthétisés au 

niveau de sites inflammatoires et responsables du recrutement des neutrophiles, 

monocytes, cellules dendritiques et lymphocytes T activés. Un rôle dans les 

métastases et l’angiogénèse a également été établi (Rossi et Zlotnik, 2000; Muller et 

al., 2001). Enfin, il est apparu que certaines chemokines étaient synthétisées 

constitutivement dans les organes lymphoïdes et dirigeaient la migration des 

lymphocytes au cours de leur différenciation et de leur activation. Ci-dessous sera 

détaillé le rôle des chemokines dans la régulation de la migration des lymphocytes B 

au cours de la réponse humorale. 

Nous avons vu précédemment que SDF-1/CXCL12 est synthétisé par les 

cellules stromales de la moelle osseuse et maintient les lymphocytes B jusqu’au 

stade de lymphocyte B immature au niveau médullaire (cf. p 13). L’activation du BCR 

va diminuer la réponse chimiotactique du lymphocyte B naïf à SDF-1 suite à une 

internalisation de CXCR4 PLγC2-dépendante (Bleul et al., 1998; Guinamard et al., 

1999). La chemokine SLC/6Ckine/CCL21 va alors diriger les lymphocytes B naïfs 

vers la zone paracorticale des ganglions. Les lymphocytes quittent la circulation 

sanguine en traversant l’endothélium des HEV des ganglions et des plaques de 

Peyer en plusieurs étapes. Une première étape dite de « rolling » fait intervenir des 

sélectines, puis une activation par un récepteur de chemokine modifie les propriétés 

des intégrines du lymphocyte ce qui induit une adhésion ferme du lymphocyte à 

l’endothélium, suivit de sa migration proprement dite (Butcher et Picker, 1996). 

SLC/CCL21 est synthétisée de manière constitutive par l’endothélium des HEV et va 

activer les intégrines des lymphocytes B naïfs qui expriment son récepteur CCR7 

(Luther et al., 2000). L’adressage des lymphocytes B va ensuite être renforcé par 

l’expression simultanée de SLC/CCL21 et de ELC/MIP-3β/CCL19, qui est un autre 

ligand de CCR7, respectivement exprimés par les cellules stromales et les cellules 

dendritiques de la zone T des organes lymphoïdes secondaires (Luther et al., 2000; 

Ngo et al., 1998).  
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C’est la chemokine BLC/BCA-1/CXCL13 qui est responsable du pilotage du 

lymphocyte B vers les follicules lymphoïdes. Les FDC synthétisent en effet cette 

chemokine tandis que le lymphocyte B exprime CXCR5, le récepteur de 

BLC/CXCL13 (Forster et al., 1996). L’équipe de Cyster a montré récemment dans un 

modèle de souris BLC/CXCL13−/− le rôle de cette chemokine et son récepteur dans 

le homing des lymphocytes B dans les follicules lymphoïdes (Ansel et al., 2000). En 

outre, ils ont montré la fonction de BLC/CXCL13 dans le développement des 

ganglions et des plaques de Peyer, car cette chemokine induit l’expression de 

l’hétérodimère LT α1β2 à la surface du lymphocyte B. La LTα1β2 est une cytokine 

transmembranaire de la superfamille du TNF/TNFR qui stimule le développement 

des FDC et la synthèse de BLC/CXCL13 par les FDC, ce qui engendre une boucle 

amplificatrice qui contribue au développement des FDC et des zones B des organes 

lymphoïdes secondaires du follicule lymphoïde. 

 Lorsque le lymphocyte B se transforme en plasmocyte, il augmente sa 

sensibilité à SDF-1/CXCL12, tout en diminuant l’expression de CXCR5 et CCR7, ce 

qui contribue à la localisation des plasmocytes, qui expriment CXCR4, dans la moelle 

 

Figure 8 : Expression des chemokines BLC/CXCL13, SLC/CCL21 et ELC/CCL19 dans un 

ganglion de souris par hybridation avec des sondes ARN spécifiques. On note que l’expression de 

BLC/CXCL13 est restreinte au follicule lymphoïde, tandis que l’expression de SLC/CCL21 et 

ELC/CCL19 est restreinte à la zone T du ganglion, avec un marquage intense de SLC/CCL21 sur les 

HEV (structures annulaires noires de l’image du centre). (Cyster, Science 286 :2098, 1999) 
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osseuse. Si l’on reconstitue le système immunitaire de souris irradiées avec des 

lymphocytes CXCR4−/−, les plasmocytes ont une localisation aberrante dans la rate 

et le sang et ne s’accumulent plus au niveau médullaire (Hargreaves et al., 2001).  

(9) Facteurs de transcription 

Plusieurs facteurs de transcription vont jouer un rôle critique au cours de la 

maturation du lymphocyte B. Pax5/BSAP et Bcl-6 sont impliqués dans la formation 

des centres germinatifs et la différenciation vers le lymphocyte B mémoire, tandis 

que PRDI-BF1 (positive regulatory domain I- binding facor 1)/Blimp-1, XBP-1 (X-box 

binding protein 1) et IRF-4 (interferon regulatory factor 4) jouent un rôle crucial dans 

la différenciation plasmocytaire. 

Pax5, appartenant à la famille des gènes paired box, est exprimé tout au long 

de la différenciation lymphoïde B et disparaît au stade de plasmocyte. Une de ses 

fonctions essentielles est d’engager les précurseurs hématopoïétiques vers la voie 

du lymphocyte B en bloquant l’expression de gènes non B (cf. p14). Mais par ailleurs 

il induit directement l’expression de gènes lymphocytaires B comme CD19, Igα, N-

Myc, LEF-1 (Kozmik et al., 1992; Nutt et al., 1998). Pax5 réprime aussi des gènes de 

la différenciation plasmocytaire comme XBP-1. De fait, l’inactivation conditionnelle de 

Pax5 dans les lymphocytes B matures réprime l’expression de gènes lymphocytaires 

B et induit l’expression de certains marqueurs plasmocytaires, sans toutefois suffire 

pour obtenir des plasmocytes matures producteurs d’Ig (Horcher et al., 2001). A 

l’inverse la surexpression de Pax5 dans des lignées lymphocytaires B bloque la 

différenciation plasmocytaire (Usui et al., 1997).  

Bcl-6 est un répresseur transcriptionnel appartenant à la famille des facteurs 

de transcription Krüppel-type zinc finger. Il est exprimé principalement sur les 

lymphocytes B du centre germinatif et il a la particularité de subir des mutations 

somatiques au cours de la maturation lymphocytaire B (Pasqualucci et al., 1998). 

L’invalidation du gène BCL-6 chez la souris induit l’absence de développement de 

centres germinatifs et l’apparition d’un syndrome inflammatoire létal caractérisé par 

un excès de lymphocytes CD4 TH2 (Fukuda et al., 1997). Ces travaux ont suggéré 

que BCL-6 favorise la différenciation vers le lymphocyte du GC et bloque celle vers le 

plasmocyte. La plupart des lymphocytes B du GC expriment BCL-6, sauf une 

minorité qui exprime IRF-4/MUM1. Parmi ces cellules BCL-6neg/IRF-4pos, une partie a 

une morphologie plasmablastique et pourrait correspondre au compartiment de 
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lymphocytes B au stade de différenciation terminale vers le plasmocyte, juste avant 

la sortie du GC (Falini et al., 2000). Shaffer et al. ont récemment exploré les gènes 

réprimés par BCL-6 dans différentes lignées lymphocytaires B par une approche de 

type puce à ADN. Sont réprimés des gènes d’activation lymphocytaire B comme la 

cycline D2, des gènes de la réponse inflammatoire comme les chemokines MIP-

1α/CCL3 et IP-10/CXCL10, ainsi que le facteur de transcription plasmocytaire PRDI-

BF1/Blimp-1 (Shaffer et al., 2000). A l’inverse, l’induction d’une forme dominant 

négatif de BCL-6 entraîne dans la lignée lymphoblastoïde Raji la perte de marqueurs 

B comme CD19 et CD20, et l’apparition du marqueur plasmocytaire CD38, sans 

toutefois induire CD138. 

PRDI-BF1 est également un répresseur transcriptionnel membre de la famille 

des facteurs de transcription Krüppel-type zinc finger. Il a été initialement cloné 

comme une protéine induite au cours de la différenciation en plasmocyte et capable 

d’induire un phénotype plasmocytaire dans des cellules de la lignée de lymphome 

BCL1-3B3 : expression de la chaîne j, de CD138 et synthèse d’immunoglobuline IgM 

(Turner et al., 1994). PRDI-BF1 réprime directement l’expression de gènes qui sont 

connus pour s’éteindre au cours de la différenciation plasmocytaire normale, comme 

c-myc ou HLA classe II (Lin et al., 1997; Piskurich et al., 2000). Cette répression 

nécessite l’activité de corépresseurs de la famille de protéines Groucho (Ren et al., 

1999). 

Un autre facteur de transcription vient d’être identifié comme essentiel au 

développement plasmocytaire. XBP-1 (X-box-binding protein-1) appartient à la 

famille des facteurs de transcription à leucine zipper CREB/ATF et est exprimé dans 

la plupart des tissus adultes, mais préférentiellement dans les tissus fœtaux au 

niveau des glandes exocrines, des chondroblastes, des ostéoblastes et du foie. Ce 

dernier point est essentiel et explique la létalité embryonnaire du KO de XBP-1 chez 

la souris en raison d’une hypoplasie sévère du foie (Reimold et al., 2000). Un rôle 

dans la biologie du plasmocyte a été suggérée par l’observation d’une répression du 

gène XBP-1 par Pax5 et une forte expression de XBP-1 dans des lignées 

plasmocytaires, qui n’expriment plus Pax5 (Reimold et al., 1996). De plus 

l’expression de XBP-1 est induite par l’IL-6 et participerait à la prolifération des 

cellules myélomateuses (Wen et al., 1999). L’utilisation d’un modèle de souris Rag-

2−/− reconstituées par des cellules hématopoïétiques XBP-1−/− a permis d’éviter 

l’écueil de la létalité embryonnaire du knock-out XBP-1 et d’étudier le rôle de XBP-1 
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dans la différenciation lymphocytaire B (Reimold et al., 2001). Dans ce modèle, alors 

que les centres germinatifs se sont développés tout à fait normalement, il existe un 

effondrement de la production normale d’immunoglobuline liée à l’absence de 

plasmocytes. Les auteurs démontrent par ailleurs que la surexpression de XBP-1 

dans des cellules de la lignée de lymphome BCL1-3B3 induit l’apparition du 

marqueur plasmocytaire CD138. 

IRF4/MUM-1 est un membre de la famille des IRF (interferon regulatory factor) 

dont l’expression est restreinte au compartiment lymphocytaire. Son activité 

transcriptionnelle nécessite l’action coordonnée de PU.1 (Eisenbeis et al., 1995). 

L’analyse de l’expression de IRF4 dans les lymphocytes B du GC montre comme 

nous l’avons évoqué précédemment une expression mutuellement exclusive de IRF4 

et de Bcl-6, l’expression d’IRF4 étant restreinte à une petite sous population 

lymphocytaire B au phénotype souvent proche de celui du plasmocyte (Falini et al., 

2000). Les souris déficientes pour le gène IRF4 ont un blocage dans le stade 

terminal de la maturation lymphocytaire B et T (Mittrucker et al., 1997). Ces souris 

présentent des adénopathies en raison de l’accumulation de lymphocytes B et T 

immatures, mais une absence quasi complète d’immunoglobulines circulantes. 

Aucun plasmocyte n’est détecté dans ces animaux. 

D’autres facteurs de transcription jouent un rôle dans la maturation 

lymphocytaire B. Les membres de la famille Ets, PU.1 et Spi-B jouent un rôle 

important dans la signalisation du BCR (Garrett-Sinha et al., 1999). Le facteur 

transcriptionnel à doigt de zinc Aiolos, fortement exprimé dans les lymphocytes B 

matures, semble inhiber le signal BCR puisque des souris Aiolos−/− ont une 

augmentation de la prolifération induite par l’activation du BCR, une augmentation du 

taux sérique des IgG et IgE, des auto anticorps et développent fréquemment des 

lymphomes (Wang et al., 1998). Oct-2, membre de la famille POU et OBF-1, co-

activateur des facteurs de transcription de la famille POU se lient à la séquence 

« octamer » ATGCAAAT en amont des promoteurs des immunoglobulines. Ces deux 

protéines sont exprimées essentiellement dans les lymphocytes B et les souris 

double knock-out Oct-2−/−/OBF-1−/− ne développent pas de GC et ont une forte 

diminution des IgG circulantes (Schubart et al., 2001). Enfin il faut citer les facteurs 

de transcription de la famille NF-κB qui sont activés par la dégradation de IκB au 

cours de la stimulation du BCR et du CD40. Les souris dépourvues de l’un des 

membres de cette famille n’ont pas d’anomalie discernable de la maturation des 
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lymphocytes B, ce qui suggèrent une redondance fonctionnelle au sein de cette 

famille (Gugasyan et al., 2000). En effet, l’absence de certaines combinaisons de 

protéines NF-κB1 vont conduire à des défauts de développement lymphocytaire B. 

Par exemple, les souris NF-κB1−/− /NF-κB2−/− présentent des lymphocytes B bloqués 

au stade de lymphocyte B immature. A l’inverse, les lymphocytes B des souris IκB−/− 

ont une réponse proliférative augmentée et une augmentation de des 

immunoglobulines circulantes (Chen et al., 2000).  

Les mécanismes de développement du lymphocyte B et du plasmocyte 

normal sont donc de mieux en mieux connus. Ce développement est orchestré par 

des cytokines, chemokines, signaux de transduction et facteurs de transcription 

commence en partie à être identifiés. La connaissance de ces mécanismes permet 

de mieux comprendre la physiopathologie des néoplasies lymphoïdes, comme nous 

allons le voir pour le myélome. 

 

II. L’interleukine-6 

A) Une cytokine pléiotropique 
Nous avons évoqué le rôle de l’IL-6 dans le développement plasmocytaire 

normal (cf. p 29), et nous détaillerons son rôle dans la physiopathologie du MM (cf. p 

51). Compte tenu du rôle de cette cytokine dans la biologie du plasmocyte normal et 

tumoral, il est important d’accorder dans cette introduction un chapitre à la 

signalisation induite par l’IL-6. 

L’IL-6 est une cytokine typiquement pléiotropique agissant sur les cellules 

hématopoïétiques en augmentant la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques, 

et des lymphocytes T. Elle agit également sur des cellules non hématopoïétique en 

induisant la synthèse des protéines de phase aiguë de l’inflammation par les cellules 

hépatiques, en favorisant la survie de certains type de neurones, en stimulant la 

production d’ACTH, de prolactine et d’hormone de croissance, ainsi qu’en régulant le 

métabolisme osseux (Tilg et al., 1994; Heinrich et al., 1998). Cependant c’est par ses 

capacités à faire différencier les cellules plasmocytaire que l’IL-6 a été initialement 

clonée en 1986 (Hirano et al., 1986). 

L’IL-6 appartient à une famille de cytokines comprenant le ciliary neurotrophic 

factor (CNTF), le leukemia inhibitory factor (LIF), l’oncostatine M (OSM), 
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l’interleukine-11 (IL-11) et la cardiotrophine-1 (CT-1) (Lam et al., 1991; Gough et al., 

1988; Gascan et al., 1989; Malik et al., 1989; Paul et al., 1990; Pennica et al., 1995). 

Les récepteurs de cette famille de cytokines utilisent une sous unité transductrice du 

signal commune, la chaîne gp130, et partagent certaines propriétés biologiques. L’IL-

6 et l’IL-11 utilisent un homodimère gp130, tandis que les autres cytokines font appel 

à un hétérodimère composé de la gp130 et d’une autre chaîne transductrice : LIF 

récepteur (LIFR) pour le LIF, la CT-1 et le CNTF, et l’OSM récepteur (OSMR) ou bien 

LIFR pour l’OSM (Kishimoto et al., 1995). L’IL-6, l’IL-11 et le CNTF se lient d’abord à 

un récepteur spécifique sans capacité transductrice (IL-6R, IL-11R et CNTFR 

respectivement) avant d’induire l’homo- ou l’hétérodimérization des chaînes 

transductrices, tandis que le LIF et l’OSM se lient directement aux chaînes 

transductrices LIFR et OSMR respectivement et induisent leur dimérisation avec la 

gp130. Les récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-6 sont des récepteurs de 

type I, c’est à dire un seul domaine transmembranaire et la partie N-terminale 

extracytoplasmique, à l’exception du CNTFR qui est dépourvu de domaine 

intracytoplasmique et qui est relié à la membrane cytoplasmique par une molécule 

phosphatidylinositol. Récemment, le mannose 6-phosphate/insuline-like growth factor 

II a été identifié comme un nouveau récepteur de faible affinité pour le LIF (Kd = 6,9 

nM) (Blanchard et al., 1998). Cependant ce récepteur ne transduit pas de signal en 

réponse au LIF mais est responsable de son internalisation et de sa dégradation 

(Blanchard et al., 1999). D’autre part vient d’être clonée un nouveau membre de 

cette famille de cytokines : NNT-1/BSF-3 (Senaldi et al., 1999). Cette molécule est 

homologue à la CT-1 et au CNTF et induit la phosphorylation de la gp130 et du LIFR, 

suggérant qu’elle utilise l’hétérodimère gp130/LIFR pour la signalisation. In vitro cette 

cytokine favorise la survie de neurones en culture et induit la synthèse de protéines 

de la phase aiguë de l’inflammation. In vivo, après administration à la souris, on 

observe une diminution de la masse corporelle, une hyperplasie lymphoïde B et un 

doublement de la concentration sérique d’IgG. 
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Figure 9 : Famille de l ’IL-6 : IL-11, Oncostatine M (OSM), Leukemia Inhibitory Factor (LIF), 
Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) et Cardiotrophine-1 (CT-1) et leurs récepteurs. 

 

La connaissance des signaux intracellulaires en aval de l’IL-6 permet de 

mieux comprendre la physiopathologie du MM au niveau moléculaire et identifie des 

cibles thérapeutiques potentielles. La fixation de l’IL-6 à son récepteur est à l’origine 

d’une cascade d’événements moléculaires comprenant la phosphorylation de 

nombreuses protéines intracytoplasmiques, des associations protéines/protéines, 

l’activation de facteurs transcriptionnels et finalement à la transcription de gènes 

cibles. Ces mécanismes commencent à être connus. 

B) Voie de transduction de l’IL-6 

(1) Le récepteur de l’IL-6 

Le complexe du récepteur de l’IL-6 est constitué de deux sous unités (Taga et 

Kishimoto, 1997). La première est la chaîne α (IL-6R/gp80) qui se lie avec l’IL-6 avec 

une faible affinité (10-9 M) et ne transmet pas de signal intracytoplasmique (Yamasaki 

et al., 1988). La partie intracytoplasmique de l’IL-6R est courte et n’est pas 

nécessaire à la transduction du signal. Il existe une forme soluble de l’IL-6R, générée 

par épissage alternatif ou par clivage du récepteur membranaire, qui se comporte en 

agoniste et est capable de transmettre le signal apporté par l’IL-6 (Brochier et al., 

1998). La deuxième chaîne, incapable de lier directement l’IL-6, est la chaîne 

transductrice β (gp130) qui est partagée avec les autres récepteurs de cytokines de 

la famille de l’IL-6. L’IL-6 se fixe d’abord à l’IL-6R puis le complexe IL-6/IL-6R se lie à 

la gp130 pour former un récepteur de forte affinité (10-11 M) capable de 

s’homodimériser et de transduire un signal vers le cytoplasme (Taga et al., 1989; 

Murakami et al., 1993). Une caractéristique de l’activation des récepteurs de 
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cytokines est la phosphorylation sur tyrosine du récepteur et de nombreuses 

protéines intracytoplasmiques. Cependant ni l’IL-6 ni la gp130 ne présentent de 

domaine tyrosine kinase. Cette étape de phosphorylation est donc accomplie par des 

tyrosines kinases de la famille des Janus Kinases (JAKs) et de la famille de scr 

(Gadina et al., 2001). 

(2) Les JAKs  

Des JAKs (JAK1, JAK2 ou Tyk2) sont associées à la gp130 en dehors de 

toute activation, au niveau d’une séquence conservée parmi la superfamille des 

récepteurs de cytokine appelée Box 1 (Stahl et al., 1994; Leonard et O'Shea, 1998).  

La dimérisation de la gp130 provoque le rapprochement des JAKs ce qui entraîne la 

phosphorylation réciproque et l’activation de ces kinases. Les JAKs vont alors 

phosphoryler les 5 résidus tyrosine C-terminaux de la partie intracytoplasmique de la 

gp130. Ces tyrosines phosphorylées servent de point d’ancrage à de nombreuses 

protéines cytoplasmiques via des domaines SH2 comme les STATs (Signal 

Transducers and Activators of Transcription) 1 et 3, Shc, Grb2 ou SHP2. Les JAKs 

elles-mêmes peuvent également servir de point d’ancrage et il a été montré que la 

phosphorylation et l’activation de STAT5 par l’IL-6 passe par une interaction directe 

entre le domaine JH2 des JAKs et de STAT5 (Fujitani et al., 1997). 

 

(3) Les STATs 

Les STATs sont des facteurs de transcription qui, lorsqu’ils sont activés par 

phosphorylation sur tyrosine, forment des homo- ou hétérodimères par des 

interactions mettant en jeu leur domaine SH2 et la tyrosine phosphorylée (Ward et 

al., 2000; Leonard et O'Shea, 1998). Ces dimères migrent dans le noyau et se fixent 

à des séquences d’ADN spécifiques et activent la transcription de gènes cibles. Dans 

le cas de la gp130, STAT1 et 3 vont se fixer aux tyrosines 3 à 6 de la partie 

intracytoplasmique de la gp130 puis être phosphorylées par les JAKs (Stahl et al., 

1995). Elles forment alors des homodimères STAT3/STAT3 et des hétérodimères 

STAT3/STAT1. Comme il l’a été précisé précédemment, STAT5 est également 

phosphorylé au cours de l’activation de la gp130 par l’IL-6. 
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Figure 10 : L’IL-6 induit l’homodimérisation de la gp130, l’activation des JAKs et le 
recrutement sur tyrosines phosphorylées de molécules cytoplasmiques comportant un 
domaine SH2. 

Parmi les gènes régulés par les STATs certains sont bien connus tels les 

gènes activés par les interférons ainsi que les gènes de la réponse inflammatoire – 

STAT3 s’est avéré être la protéine initialement nommée Acute Phase Response 

Factor (APRF). Il existe des séquences consensus reconnues par les STATs dans le 

promoteur de nombreux autres gènes et dans certains cas un rôle d’activation directe 

par les STATs a été établi : induction de Bcl-XL, de p21 ou de la caspase ICE par 

STAT1 (Fujio et al., 1997; Chin et al., 1997; Chin et al., 1996),  de l’immunoglobuline 

IgM, de SOCS-1, de Bcl-XL ou de c-myc pour STAT3 (Faris et al., 1997; Naka et al., 

1997; Catlett-Falcone et al., 1999; Kiuchi et al., 1999),  et de la protéine CIS par 

STAT5 (Matsumoto et al., 1997).  
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Figure 11 : Activation des voies de transduction des STATs et des MAPKs par l’IL-6. 

 

Il a été montré que les tyrosines de la gp130 liant STAT3 sont essentielles 

pour la survie et la prolifération de la lignée murine cytokine dépendante BAF-BO3 

(Hirano et al., 2000). L’activation de STAT3, sans celle de la voie des MAPK, suffit 

pour assurer la survie des cellules BAF avec un blocage du cycle cellulaire dans la 

phase S/G2 (Fukada et al., 1996). A l’inverse, si l’on surexprime un dominant négatif 

de STAT3 (STAT3F) dans ce modèle BAF-BO3, tout en maintenant la survie de la 

lignée en surexprimant Bcl-2, on observe que les cellules se bloquent en G1 (Fukada 

et al., 1998). Dans ce modèle, l’activation de STAT3 est responsable de l’induction 

des cyclines D2, D3 et A, de CDC25 ainsi que de la répression de p21 et p27. 

STAT3 induit, par activation transcriptionnelle directe, l’expression de c-myc qui 

contribue également à l’activation du cycle cellulaire (Kiuchi et al., 1999).  

Un résidu sérine de STAT1 et 3 est également phosphorylé après activation 

par les cytokines dont l’IL-6, et augmente l’activité transcriptionnelle des STATs. Ce 

résidu sérine pourrait être phosphorylé par ERK2 puisque STAT1 et 3 contiennent un 

motif consensus de phosphorylation par les MAPK, ou bien par la PI-3K comme cela 

a été montré dans le cas du récepteur à l’IFN (David et al., 1995; Pfeffer et al., 1997). 



 42

  

(4) La voie Ras/MAPK 

Cette voie de signalisation intracellulaire est mise en jeu par de nombreux 

facteurs de croissance et cette activation est retrouvée après homodimérisation de la 

gp130. 

Plusieurs mécanismes d’activation sont décrits dans la littérature. 

L’homodimérisation de la gp130 peut permettre le recrutement sur la deuxième 

tyrosine de partie intracytoplasmique de la gp130 de la phosphatase SHP2 puis sa 

phosphorylation et son association avec Shc, ou bien l’association directe de Shc 

avec la gp130 (Fukada et al., 1996; Giordano et al., 1997). Dans ces deux cas Shc 

est phosphorylée sur tyrosine puis recrute une autre “ docking protein ”, Grb2 pour 

arriver à la formation du complexe Shc/Grb2/Sos (Bonfini et al., 1996). Ce complexe 

est capable de transformer Ras-GDP en Ras-GTP. Ras-GTP est à l’origine de 

l’activation de la cascade des MAPK : phosphorylation de Raf-1 qui active MEK-1 qui 

active ERK1 et 2 lesquels activent des facteurs de transcription parmi lesquels c-Fos, 

c-Jun, NF-IL-6, etc. Une autre voie qui a été décrite plus récemment par l’équipe de 

Toshio Hirano fait intervenir la phosphorylation de la protéine Gab1, sans que celle-ci 

ne se lie à la gp130. Gab1 est un homologue des « docking » protéines IRS-1 et 2. 

Gab1 phosphorylé va fixer SHP2 et la sous unité p85 de la PI3K via leur domaine 

SH2, puis activer la voie des MAPK par un mécanisme wortmannine sensible 

(Takahashi-Tezuka et al., 1998). Ce complexe multiprotéique qui aboutit à l’activation 

des MAPK comporte également Vav (Lee et al., 1997). La voie Ras/MAPK médie un 

signal de prolifération. Son interruption dans la lignée BAF-BO3 par mutation de la 

tyrosine n°2 de la partie intracytoplasmique de la gp130 en alanine bloque toute 

prolifération (Fukada et al., 1996).  

Dans le MM cette voie est impliquée à la fois dans la survie et dans la 

prolifération des cellules plasmocytaires malignes. Des oligonucléotides anti-sens 

ERK2 bloquent la croissance d’une lignée de MM dépendante d’IL-6 (Ogata et al., 

1997). L’introduction dans une lignée de MM d’un gène ras muté codant pour une 

forme constitutivement active de Ras diminue l’apoptose induite par l’absence d’IL-6 

(Billadeau et al., 1995).  

La contribution exacte de chacune de ces deux voies, JAK/STAT et 

Ras/MAPK, dans la survie ou la prolifération des cellules myélomateuse est difficile à 
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établir puisqu’il existe une coopération entre ces deux voies, STAT1 et 3 devant être 

phosphorylées par ERK2 pour une activité transcriptionnelle optimale. 

 

(5) Autres kinases 

A côté de ces deux voies bien décrites de signalisation de la gp130 et 

documentées dans le MM, d’autres kinases sont activées par l’IL-6 et pourraient 

également contribuer à la transduction du signal de l’IL-6. Les kinases Btk, Tec, ainsi 

que la tyrosine kinase Fes sont constitutivement associées à la gp130 et sont 

activées après adjonction d’IL-6 et de IL-6R soluble dans la lignée BAF-BO3 

transfectée par la gp130 (Matsuda et al., 1995a; Matsuda et al., 1995b).  Trois 

kinases de la famille src, Hck, Lyn et Fyn sont activées par l’IL-6 dans des lignées de 

MM, que ces kinases soient associées à la gp130 (Hck, Lyn) ou pas (Fyn) (Hallek et 

al., 1997). Les conséquences fonctionnelles de l’activation de ces kinases ne sont 

pas connues. 

Le signal STAT3 induit l’expression de deux sérine/thréonine protéines 

kinases cytoplasmiques, Pim-1 et pim-2 (Shirogane et al., 1999). Pim-1 avait été 

identifié auparavant comme étant activé par une insertion provirale dans un modèle 

de lymphomagénèse B induite par un rétrovirus Eµ-myc, suggérant une action 

synergique de c-myc et pim-1 dans l’induction de tumeurs lymphoïdes B (van 

Lohuizen et al., 1991). Diverses cytokines telles que GM-CSF, G-CSF, IL-3, IFN-α ou 

IL-6 sont capables d’induire Pim-1. Shirogane et al. montrent que l’expression 

constitutive de Pim-1 et de c-myc peut compenser la perte d’activité de STAT3 

(Shirogane et al., 1999). 

Enfin, il a été montré plus récemment que l’IL-6 est capable d’activer la voie 

PI3K/AKT. Après addition d’IL-6 au milieu de culture, la sous unité p85 de la PI3K est 

phosphorylée suivit de l’activation de la sérine thréonine kinase AKT dans la lignée 

hépatocytaire HepB3. L’activation de cette voie de signalisation bloque les propriétés 

pro-apoptotiques du TGF-β sur ces cellules (Chen et al., 1999). Dans les cellules 

plasmocytaires malignes, l’activation de AKT par l’IL-6 est décrite mais n’est pas 

constante, dépendant de l’échantillon cellulaire étudié, et la magnitude de l’activation 

reste inférieure à celle induite par l’IGF-1 (Tu et al., 2000 et résultats non publiés de 

l’équipe). 
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(6) Rétrocontrôle négatif : SSIs, PIAS3 

 Il existe une régulation négative de la signalisation de la gp130 puisque 

la phosphorylation des STAT 1 ou 3 ou celle de ERK1 ou 2 observée après 

adjonction d’IL-6 diminue rapidement (voir Article 3, p 147) Une nouvelle famille de 

protéines a été clonée, SOCS (suppressor of cytokine signalling)/SSI (STAT–induced 

STAT inhibitor) qui inhibent la transduction des récepteurs de cytokine (Gadina et al., 

2001). SOCS1 inhibe la cascade de signalisation de la gp130 en bloquant l’activité 

des JAKs (Naka et al., 1997; Starr et al., 1997). L’activation de STAT3 induit la 

synthèse de SOCS1 qui va réprimer, via les JAKs, la phosphorylation de STAT3, 

créant ainsi une boucle de rétrocontrôle négatif. On notera que SOCS1 fixe et inhibe 

également la protéine kinase Tec (Ohya et al., 1997).  

Un inhibiteur direct de STAT3 a également été cloné : PIAS3 (Chung et al., 

1997).  
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III. Le plasmocyte tumoral 

Les modèles de plasmocytomes murins ont permis de progresser dans la 

compréhension des processus d’oncogenèse du plasmocyte et nous décrirons les 

principaux modèles ci-dessous. Dans le myélome multiple, le plasmocyte tumoral se 

localise en général au niveau médullaire, ce qui provoque la symptomatologie 

osseuse associée à ce cancer. Nous décrirons les connaissances actuelles sur les 

interactions critiques du clone tumoral et de son environnement via des molécules 

d’adhésion, des chemokines et des cytokines. Puis nous détaillerons les altérations 

génétiques qui caractérisent le MM et résumerons le traitement du MM.  

A) Modèles murins 
Les tumeurs plasmocytaires de souris peuvent apparaître spontanément, mais 

ont généralement induites par différents agents comme les huiles minérales, le 

silicone, des rétrovirus exprimant des oncogènes ou la surexpression d’IL-6 dans des 

modèles de souris transgéniques.  

Il y a 30 ans que Potter et Boyce ont montré que l’injection intra péritonéale 

d’huile de paraffine pouvait induire le développement de plasmocytomes dans les 

souris BALB/cAnPt (Potter et Boyce, 1962). Un phénomène analogue par 

introduction intra péritonéale de plastique avait été montré auparavant (Merwin et 

Algire, 1959). Le silicone ou des alcanes comme le pristane peuvent remplacer l’huile 

de paraffine (Potter et al., 1994; Anderson et Potter, 1969). Chacun de ces agents 

induit une réponse inflammatoire localisée qui conduit à la formation d’un tissu 

granulomateux dans lequel se développera la tumeur plasmocytaire. Il faut noter 

qu’un contexte génétique particulier est nécessaire. Les souches de souris BALB/c 

ou NZB sont permissives à l’apparition de plasmocytomes, alors que la souche 

DBA/2 a un fond génétique résistant. 

Dans le modèle de plasmocytome induit par huile minérale, la tumeur 

n’apparaît que dans le tissu inflammatoire péritonéal. Il a été montré que le liquide 

ascitique comportait un facteur de croissance indispensable à la survie du 

plasmocyte tumoral (Nordan et Potter, 1986). Ce facteur a été purifié et le gène 

cloné. Il s’agit de l’IL-6 murine, ce qui établit le rôle central de l’IL-6 dans ces 

plasmocytomes murin induits (Van Snick et al., 1986; Van Snick et al., 1988). 
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Des plasmocytomes, phénotypiquement identiques à ceux induits par injection 

intra péritonéale d’huile minérale, peuvent être induits par des rétrovirus comportant 

des couples d’oncogènes tels que raf et myc (Troppmair et al., 1989; Kurie et al., 

1990) ou abl et myc (Largaespada et al., 1992) dans des souris BALB/c.  

Un troisième modèle de tumorigénèse plasmocytaire murine est la souris 

transgénique Eµ-IL-6 (Suematsu et al., 1989). Lorsque le gène de l’IL-6 est placé 

sous le contrôle de l’enhancer de la chaîne lourde des immunoglobulines, les souris 

transgéniques Eµ-IL-6 présentent de fortes concentrations d’IL-6 plasmatiques ainsi 

qu’une augmentation majeure, polyclonale, des immunoglobulines circulantes (120 à 

400 fois le niveau normal pour les IgG1). Les tissus sont massivement infiltrés par 

des plasmocytes. Les souris transgéniques Eµ-IL-6 de souche C57BL/6 ne 

développent cependant pas de plasmocytomes. Lorsque le transgène Eµ-IL-6 est 

introduit dans des souris de fond génétique BALB/c, des plasmocytomes, 

monoclonaux, sont induits. Ils portent la translocation t(12 ;15) (c-myc/Ig) et sont 

transplantables dans la souris nude (Suematsu et al., 1992). 

Le rôle majeur de l’IL-6 dans la formation de plasmocytomes murins a été 

confirmé dans des souris BALB/c dont le gène de l’IL-6 a été invalidé par 

recombinaison homologue. Dans ces animaux BALB/c, IL-6−/−, il n’est plus possible 

d’induire des plasmocytomes expérimentaux par des rétrovirus contenant les gènes 

myc et raf ou par injection intra péritonéale de pristane (Hilbert et al., 1995; Lattanzio 

et al., 1997). 

Par ailleurs, l’analyse des plasmocytomes murins a mis en évidence un 

événement génétique récurrent, la juxtaposition par translocation réciproque t(12 ;15) 

des gènes c-myc et de la chaîne lourde des immunoglobulines. Dans les 

plasmocytomes induits par le pristane, l’incidence de ce réarrangement 

chromosomique est voisin de 100% (Potter et Wiener, 1992). D’autres 

caractéristiques des plasmocytomes murins, en partie partagées par le MM chez 

l’homme, sont le rôle important des prostaglandines dans le microenvironnement 

inflammatoire des cellules plasmocytaires malignes (Hinson et al., 1996), un rôle d’un 

déficit fonctionnel du locus codant pour p16INK4a et p19ARF dans la susceptibilité 

des souris BALB/c aux plasmocytomes  (Zhang et al., 1998), un rôle critique pour le 

récepteur de l’Insulin-like Growth Factor I Receptor (IGF-1R) dans la croissance 

tumorale (Li et al., 2000), et l’activation constitutive de STAT3 dans les lignées de 

plasmocytome murin devenant indépendante d’IL-6 exogène (Rawat et al., 2000). 
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Cependant, il a été reproché aux modèles de plasmocytomes murins de se 

présenter essentiellement comme des tumeurs plasmocytaires extra médullaires et 

donc d’être un modèle assez éloigné du MM qui est principalement de localisation 

médullaire. Radl et al. proposent le modèle des souris C57BL/RaLwRij âgées, qui 

développent fréquemment des gammapathies monoclonales bénignes, et parfois, 

avec une fréquence de 0,5% à l’âge de deux ans, un pic monoclonal d’Ig majeur 

avec effondrement des autres classes et envahissement de la moelle osseuse par 

des plasmocytes monoclonaux, caractéristique d’un tableau de MM (Radl et al., 

1988). En particulier, les réarrangements de c-myc sont beaucoup moins fréquents, 

ce qui est plus proche de ce que l’on observe dans le MM que dans le plasmocytome 

murin (Radl et al., 1990). 

B) Le myélome multiple 
 

Le MM représente environ 1% des décès par cancer dans les pays 

occidentaux (Bataille et Harousseau, 1997). L’age médian de l’incidence du MM est 

de 72 ans (Bergsagel et al., 1999). Du fait du vieillissement de la population, 

l’incidence du MM devrait augmenter au cours des prochaines décennies. 

L’existence d’une gammapathie monoclonale bénigne (MGUS, malignant 

gammopathy of undetermined significance) est un facteur de risque de MM. En effet, 

Bob Kyle a rapporté l’étude d’une cohorte de 241 patients porteurs d’une MGUS 

avec un suivi de 20 à 35 ans, et montre qu’au moins 16% des patients présentant 

une MGUS développent un MM, avec une médiane d’apparition du MM de 10 ans 

(Kyle, 1993). Les principales conséquences physiopathologiques de l’évolution de la 

maladie sont la production d’une immunoglobuline monoclonale, l’insuffisance 

médullaire, des lésions osseuses lytiques, une insuffisance rénale et une 

hypercalcémie.  

(1) Origine du MM 

Le MM est en général IgG ou IgA, et seulement très rarement IgM, suggérant 

une origine lymphoïde B post-germinale. L’analyse des gènes variables des gènes 

des immunoglobulines dans les cellules de MM a effectivement montré un haut 

niveau de mutations somatiques en VH et VL, sans variation intra clonale. Ce profil 

confirme l’origine lymphoïde B post-folliculaire du MM, lymphocyte B mémoire ou 
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plasmocyte, après les événements de mutations somatiques, de sélection et de 

commutation isotypique (Stevenson et al., 1998). La nature exacte de la cellule 

souche tumorale, reste sujette à polémique. Le plasmocyte tumoral conserve une 

certaine capacité à se différencier, et il existe chez un même patient des populations 

myélomateuses de différent degré de maturité phénotypique (cf. paragraphe suivant). 

Il est probable que la fraction plus immature des cellules myélomateuses, qui est la 

fraction proliférante, soit capable d’auto renouvellement et constitue le compartiment 

responsable de l’auto renouvellement et de l’expansion des cellules plasmocytaires 

malignes. L’existence d’une étape de plasmablastes hautement proliférants au cours 

de la différenciation plasmocytaire normale est en faveur de l’hypothèse d’une 

origine plasmablastique des cellules myélomateuses. Cependant l’existence d’un 

compartiment lymphocytaire B partageant avec les cellules de myélome un 

réarrangement VDJ identique est avancé par l’équipe de Pilarski (Jensen et al., 

1991; Szczepek et al., 1998). Ces travaux montrent que ces lymphocytes B 

clonotypiques représentent jusqu’à 95% des lymphocytes B circulants, sont 

fréquemment CD34+, chimiorésistants et se retrouvent dans les cellules 

mononuclées après mobilisation par facteur de croissance (Szczepek et al., 1997). Il 

vient d’être rapporté l’existence d’une Ig clonotypique pré switch (IgM) chez 68% des 

patients, et la persistance de cette IgM clonotypique après traitement par 

chimiothérapie serait un facteur de mauvais pronostic (Reiman et al., 2001). Ces 

travaux n’ont pas été reproduits par la grande majorité des équipes. Bien qu’il y ait 

un consensus pour admettre l’existence de lymphocytes B clonotypiques circulant, ils 

ne représenteraient selon toute vraisemblance qu’une minorité de l’ensemble des 

lymphocytes B circulant (Chen et Epstein, 1996). Zandecki et al. ont analysé les 

cellules mononuclées du sang de patients atteints de MM par FISH en utilisant des 

sondes spécifiques des anomalies chromosomiques retrouvées sur les plasmocytes 

tumoraux de la moelle et par analyse de la quantité d’ADN. Ces auteurs trouvent 

chez 16/21 patients un contingent de plasmocytes circulants présentant les même 

anomalies cytogénétiques que les plasmocytes médullaires et ne retrouvent pas ces 

anomalies sur les autres fractions des cellules mononuclées du sang périphérique, 

sauf dans deux cas où de rares lymphocytes B CD20+ étaient porteurs d’anomalies 

chromosomiques (Zandecki et al., 1997a). Le partage d’un même réarrangement 

VDJ prouve une origine commune entre les lymphocytes B clonotypiques et les 
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cellules myélomateuses, cependant le rôle des lymphocytes B clonotypiques dans le 

renouvellement des cellules tumorales est peu probable (Yaccoby et Epstein, 1999).  

Dans tous les cas, la différenciation plasmocytaire est incomplète dans le MM. 

Les plasmocytes tumoraux produisent une quantité d’Ig bien inférieure à celle 

produite par les plasmocytes normaux. L’addition d’IL-6 ne modifie pas la synthèse 

d’Ig. Ceci suggère qu’une des caractéristiques des cellules de MM est d’être bloquée 

dans la différenciation plasmocytaire avant le stade de plasmocyte mature qui produit 

un taux élevé d’Ig. 

(2) Phénotype des cellules myélomateuses 

Les cellules myélomateuses expriment des molécules d’adhésion également 

présents sur les plasmocytes normaux : CD11a/LFA-1, CD38, CD44, CD45, 

CD49d/VLA-4, CD49e/VLA-5, et CD138/syndecan-1. En revanche les plasmocytes 

tumoraux expriment certaines molécules que n’expriment pas les plasmocytes 

normaux tels que CD56/NCAM et CD58/LFA-3. Les molécules d’adhésion 

contribuent à la localisation médullaire du MM, par l’interaction avec les cellules 

stromales médullaires (CD49d se lie à VCAM-1) et à la matrice extracellulaire 

(syndecan-1 se lie au collagène de type 1, CD49d à la fibronectine).  

L’analyse phénotypique des plasmocytes tumoraux montre une hétérogénéité 

dans l’expression de certains marqueurs et ceci pourrait refléter l’existence de 

populations myélomateuses à plusieurs stades de différenciation chez un même 

patient. Kawano et al. a décrit au sein de plasmocytes tumoraux deux populations en 

fonction de l’expression de CD49e/VLA-5 (Kawano et al., 1993). La population 

CD49e/VLA-5− présente un phénotype plasmablastique et prolifère de manière 

importante en réponse à l’IL-6. Au cours de l’évolution et de l’accélération de la 

maladie, cette population immature CD49e/VLA-5− exprime de moins en moins les 

molécules d’adhésion CD11a/LFA-1 et CD56 (Pellat-Deceunynck et al., 1995).  

Syndecan-1 est fortement exprimé sur les plasmocytes tumoraux et les 

lignées de MM, et cette expression est rapidement perdue lorsque les cellules de MM 

entrent en apoptose (Jourdan et al., 1998). 

Comme nous l’avons mentionné précédemment (cf. p 32), les plasmocytes 

normaux expriment le récepteur de chemokines CXCR4 et celui-ci contribue de façon 

majeure à la localisation médullaire des plasmocytes normaux (Hargreaves et al., 

2001). Les cellules myélomateuses expriment également ce récepteur (voir figure 
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12). L’interaction de CXCR4 avec la chemokine SDF-1/CXCL12, sécrétée par les 

cellules stromales médullaire pourrait contribuer à la localisation médullaire de cette 

néoplasie en favorisant l’adhésion des cellules myélomateuses à CS-1/fibronectine et 

VCAM-1 via VLA-4 (Sanz-Rodriguez et al., 2001). 

 

Figure 12 : Analyse en cytométrie de flux de l’expression de CXCR4 sur cinq lignées de 
myélome : XG-1, XG-2, XG-6, XG-13 et XG-14. En parallèle est montrée l’expression sur chaque 
lignée de syndecan-1, et, comme contrôle négatif, de CD4 (résultats non publiés). 
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(3) Rôle des cytokines et du microenvironnement 

médullaire 

(a) Cytokines (Article 1 : Cytokines in multiple myeloma) 

Les cytokines intervenant dans la physiopathologie du MM sont similaires à 

celles intervenant dans la physiologie des cellules plasmocytaires normales, et l’IL-6 

joue dans les deux cas un rôle fondamental.  

(i) IL-6  

Les arguments en faveur d’un rôle essentiel de l’IL-6 dans le MM sont les 

suivants  (Klein et al., 1995): (i) l’IL-6 est le principal facteur de prolifération des 

plasmocytes tumoraux in vitro chez les malades en phase de prolifération médullaire 

et extra médullaire (Klein et al., 1989) (ii) les plasmocytes tumoraux expriment 

spontanément l’IL-6R, et l’expression de la gp130 augmente au fur et à mesure de 

l’évolution de la maladie (Barille et al., 1999b) (iii) on peut obtenir de manière 

reproductible des lignées de MM dépendantes d’IL-6 pour leur survie et leur 

prolifération chez les malades en phase de prolifération extra médullaire (Zhang et 

al., 1994a) (iv) le blocage in vivo de l’activité de l’IL-6 par des anticorps anti-IL-6 chez 

des patients atteint de MM a des effets anti-tumoraux (Klein et al., 1991; Bataille et 

al., 1995) (v) l’IL-6 est produite en excès par le microenvironnement médullaire 

myélomateux et un taux sérique élevé d’IL-6 constitue un facteur de mauvais 

pronostic (Klein et al., 1989; Portier et al., 1991; Bataille et al., 1989). 

Bien qu’initialement il ait été suggéré que l’IL-6 soit produite par les cellules 

tumorales elles-mêmes (Kawano et al., 1988) – ce qui est vrai pour la lignée de MM 

autocrine U266 – il est maintenant couramment admis que ce sont les cellules 

stromales médullaires, les ostéoblastes et les ostéoclastes qui sont la principale 

source d’IL-6 dans le MM (Klein et al., 1989; Klein et al., 1995; Hallek et al., 1998). 

La production d’IL-6 est sous la dépendance d’IL-1β, sécrétée par les cellules 

myéloïdes et mégacaryocytaires de la moelle osseuse, et dans une moindre mesure 

par les plasmocytes tumoraux (Cozzolino et al., 1989; Costes et al., 1998), et sous la 

dépendance de l’interaction directe des plasmocytes via leur molécules d’adhésion 

avec le microenvironnement médullaire (Uchiyama et al., 1993). 
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L’IL-6 est le chef de file d’une famille cytokines (cf. p 36). La prolifération de 

lignées de MM dépendantes d’IL-6 peut-être stimulée par le CNTF, le LIF, l’OSM et 

l’IL-11. Des lignés de MM dépendantes pour leur survie et leur prolifération d’IL-11, 

de LIF ou d’OSM ont pu être obtenues (Zhang et al., 1994b).  

(ii) Autres cytokines 

Le récapitulatif du rôle des cytokines dans les cellules myélomateuses a fait 

l’objet d’une revue de la littérature : « Cytokines in Multiple Myeloma » (Article 1). 

Cette revue a été rédigée en 1999. Plusieurs points méritent une actualisation. 

Les effets in vitro des interférons α, β et γ sur les plasmocytes tumoraux 

restent toujours très conflictuels comme le montre une publication récente indiquant 

des propriétés pro-apoptotiques des l’interférons α et β, mais pas γ, sur les lignées 

de MM RPMI8226, U266 et NCI-H929 ainsi que sur des cellules primaires de MM, 

via un mécanisme impliquant le récepteur TRAIL (Chen et al., 2001). 

Notre équipe a montré les propriétés anti-apoptotiques de l’IGF-1 sur les 

cellules myélomateuses (Ferlin et al., 2000 et Article 5, cf. p 176). Les principales 

voies de signalisation activées par l’IGF-1 sont la voie PI3K qui active en aval AKT et 

p70S6K, et la voie des MAPK (Ge et Rudikoff, 2000; Tu et al., 2000; Li et al., 2000). 

La voie PI3K semble essentielle puisque les inhibiteurs de cette voie wortmannin et 

Ly294002 bloquent les effets anti-apoptotiques de l’IGF-1 (Tu et al., 2000). Dans un 

modèle murin de plasmocytome, la surexpression d’une forme dominant négatif du 

récepteur de l’IGF-1 (IGF-1R) diminue fortement la tumorigénèse (Li et al., 2000). 

Enfin nous avons identifié la cytokine HB-EGF comme un acteur essentiel 

dans la survie et la croissance de certaines lignées de MM (De Vos et al., 2001, 

Articles 6 et 7, cf. p 192 et 204). 
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(b) Microenvironnement médullaire 

La fonction du microenvironnement médullaire est essentielle dans la 

physiopathologie du MM, pathologie avant tout médullaire. Comme précisé dans le 

paragraphe “ Phénotype des cellules myélomateuses ”, les molécules d’adhésion 

exprimées par les cellules myélomateuses sont fonctionnelles et cette interaction 

étroite est à l’origine de la sécrétion d’IL-6 par les cellules stromales. Des lignées de 

MM dont la croissance et la survie sont dépendantes de cellules stromales 

médullaires cultivées à long terme ont pu être obtenues (Bloem et al., 1998). Ceci est 

bien corrélé avec ce qui est observé chez le sujet normal : des plasmocytes normaux 

purifiés meurent rapidement par apoptose et cette mort cellulaire est bloquée par un 

contact direct avec des fibroblastes médullaires (Merville et al., 1996). 

La survie et la prolifération des cellules tumorales nécessitent une 

vascularisation apportée par une néoangiogénèse et la destruction de l’architecture 

médullaire par les ostéoclastes. 

(i) Néoangiogénèse 

L’angiogénèse et l’activation des métalloprotéinases sont des étapes 

essentielles dans la progression tumorale. La moelle osseuse des patients atteints 

de MM présente une augmentation significative de l’angiogénèse (Vacca et al., 

1994). Il existe une augmentation d’un facteur cinq de la densité en microvaisseaux 

de la moelle osseuse entre des MGUS ou des MM indolents par rapport à des MM 

actifs et une corrélation entre le labelling index et l’angiogénèse de la moelle 

osseuse (Vacca et al., 1994; Vacca et al., 1999). Les mêmes auteurs démontrent 

que cette augmentation est directement corrélée avec une activité accrue de 

néoangiogénèse. Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est une cytokine qui 

stimule l’angiogénèse, notamment en induisant la prolifération des cellules 

endothéliales. Dankbar et al. rapportent que les lignées de MM et les cellules 

primaires de MM synthétisent du VEGF, mais n’expriment pas les récepteurs du 

VEGF FLT-1 and FLK-1/KDR (Dankbar et al., 2000). Ces deux récepteurs sont en 

revanche exprimés par les cellules stromales médullaires ainsi que les cellules 

myéloïdes et monocytaires (Bellamy et al., 1999; Dankbar et al., 2000). Les cellules 

stromales médullaires répondent au VEGF par une forte augmentation de la 

synthèse de l’IL-6, et à l’inverse l’IL-6 induit une augmentation de la synthèse du 
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VEGF par les cellules myélomateuses. Ces données permettent de proposer un 

modèle de stimulation réciproque, entre les cellules myélomateuses et les cellules 

stromales médullaires, de la synthèse de VEGF et d’IL-6, responsable d’une 

angiogénèse accrue et d’une stimulation de la croissance tumorale (Dankbar et al., 

2000). L’observation de l’augmentation de l’angiogénèse au cours du myélome a 

justifié les essais thérapeutiques utilisant la thalidomide, qui est un inhibiteur de 

l’angiogénèse. Ces essais ont montré des effets anti-tumoraux dans le MM (Singhal 

et al., 1999). La thalidomide fait maintenant partie de l’arsenal thérapeutique utilisé 

dans le MM. 

(ii) Activation des métalloprotéinases 

Les métalloprotéinases constituent une famille d’enzymes protéolytiques 

dépendantes de zinc et de Ca++ qui hydrolysent les macromolécules de la matrice 

extracellulaire telles que les collagènes, la laminine, la fibronectine ou les 

protéoglycanes. Les métalloprotéinases sont impliquées dans les phénomènes de 

remodelage tissulaire tels que l’embryogenèse, la cicatrisation, l’angiogénèse ainsi 

que l’invasion tumorale et la formation des métastases. L’équipe de Régis Bataille a 

montré que les cellules myélomateuses expriment les métalloprotéinases MMP-9 et 

MMP-7/matrilysin, et que MMP-7 est capable d’activer la pro-MMP-2 qui synthétisée 

par le microenvironnement tumoral (Barille et al., 1997; Barille et al., 1999a). La 

production médullaire de MMP-2 est corrélée avec le stade de la maladie (Vacca et 

al., 1999). Cette augmentation de l’activité des métalloprotéinases au cours du MM 

ouvre des possibilités thérapeutiques par l’utilisation d’inhibiteurs de ces enzymes. 

(iii) Activation des ostéoclastes 

Le MM est une néoplasie se développant principalement dans la moelle 

osseuse et caractérisée par une lyse osseuse qui est souvent un des signes 

cliniques majeurs. Les cellules de MM synthétisent le HGF (hepatocyte growth 

factor), une cytokine qui induit directement la prolifération des ostéoclastes (Grano et 

al., 1996) et induit la synthèse d’IL-11, autre cytokine activant les ostéoclastes 

(Hjertner et al., 1999). L’HGF pourrait donc participer à l’hyperactivité ostéoclastique 

observée au cours du MM. Les cellules myélomateuses produisent également la 

chemokine MIP-1α, qui active l’activité des ostéoclastes (Han et al., 2001). 
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Un troisième facteur ostéoclastogénique vient d’être identifié dans les moelles 

de patients atteints de MM et pourrait se révéler comme un élément déterminant de 

l’activité lytique au cours de cette pathologie. Des coupes de biopsies 

ostéomédullaires montrent en immunohistochimie une augmentation de l’expression 

de TRANCE (tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine) et une 

diminution de l’OPG (ostéoprotégérine) qui est un récepteur dominant négatif de 

TRANCE chez les patients atteints de MM par rapport à des MGUS ou des sujets 

normaux (Pearse et al., 2001). TRANCE/OPGL/RANKL/TNFSF11 est un membre de 

la superfamille du TNF/TNFR, qui peut se lier à un récepteur fonctionnel 

RANK/TNFRSF11a ou à un récepteur non fonctionnel OPG/TNFRSF11b. Les 

ostéoclastes et leurs précurseurs expriment RANK. TRANCE est essentiel au 

développement et à l’activation des ostéoclastes. Des souris déficientes en RANK ou 

TRANCE développent une ostéopétrose par défaut d’activité des ostéoclastes, alors 

qu’à l’opposé des souris déficientes pour OPG présentent une ostéoporose sévère 

en raison d’une activité non contrôlée de l’axe TRANCE/RANK. Dans un système de 

co-culture, des lignées de MM induisent l’expression de TRANCE et répriment 

l’expression de l’ostéoprotégérine par les cellules stromales médullaires. 

L’ostéoclastogénèse induite par les lignées de MM est inhibée par RANK-Fc qui est 

un inhibiteur de TRANCE. Dans un modèle de myélome dans des souris SCID 

humanisées, l’administration de RANK-Fc prévient l’apparition des lésions osseuses 

et freine la progression tumorale. Ces données identifient la dérégulation de la voie 

TRANCE/ostéoprotégérine comme une cause centrale à la lyse osseuse dans le 

myélome et met en évidence une cible thérapeutique pour prévenir les dégâts 

osseux et freiner l’évolution de la maladie. Un autre groupe vient de rapporter une 

baisse de l’ostéoprotégérine dans le sérum des patients atteints de MM et cette 

baisse est corrélée avec le degré de lyse osseuse (Seidel et al., 2001). 

 

(4) Cytogénétique 

Les anomalies de l’ADN sont à l’origine de l’apparition d’un cancer. Du fait de 

la faible prolifération des cellules myélomateuses, pathologie peu proliférante, la 

cytogénétique conventionnelle, qui n’analyse que des cellules en cours de division, a 

longtemps sous-estimé la fréquence des anomalies génétiques observables dans le 

MM. Le développement des techniques de FISH (fluorescent in situ hybridization), 
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qui peut s’appliquer aussi bien aux cellules en métaphase qu’en interphase, du SKY 

(multicolor spectral karyotyping) (Sawyer et al., 2001), de l’analyse par CGH 

(comparative genomic hybridization) (Cigudosa et al., 1998) ou de biologie 

moléculaire a montré que des anomalies génétiques sont trouvées chez une grande 

majorité des patients.  

(a) Des anomalies fréquentes et complexes 

L’étude cytogénétique du MM est difficile en raison du faible taux de 

prolifération des cellules plasmocytaires. De plus, le prélèvement médullaire étudié 

est un mélange en proportion très variable de plasmocytes et d’éléments myéloïdes 

normaux beaucoup plus proliférant. Ces derniers produisent des mitoses normales 

qui peuvent submerger les quelques mitoses anormales des plasmocytes. Des 

mitoses anormales correspondant au clone tumoral sont rapportées dans 18 à 75% 

des patients atteints de MM (Dewald et al., 1985; Lai et al., 1995; Sawyer et al., 

1995; Calasanz et al., 1997; Gutierrez et al., 2000; Smadja et al., 2001).  Cette 

fréquence est de 18 à 66% au diagnostic et augmente à la rechute (35 à 75%). La 

table 1 montre la progression de la fréquence des anomalies cytogénétiques dans le 

MM en fonction du stade et de l’évolution. L’augmentation des anomalies 

cytogénétiques dans les myélomes évolués pourrait être le reflet de l’augmentation 

de la prolifération plasmocytaire au cours de la progression de la maladie, ou bien de 

l’accumulation progressive d’événements oncogéniques supplémentaires.  

En raison des difficultés techniques citées plus haut, l’analyse caryotypique 

sous-estime la fréquence des altérations génétiques dans le MM. On a pu estimer le 

pourcentage de patients dont les cellules tumorales présentaient des anomalies 

chromosomiques, indépendamment de la capacité de prolifération du clone tumoral 

en utilisant des méthodes de FISH. Il a été montré, en utilisant respectivement 5 et 

10 sondes chromosomiques différentes, une aneuploïdie (trisomie ou monosomie) 

dans 96% et 89% respectivement des MM étudiés (Flactif et al., 1995; Drach et al., 

1995b; Zandecki et al., 1996). 
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 % anomalies 

 
Laï et al. (1995) 

Smadja et al. 

(2001) 

Stade I 32 38 
Stade II 48 54 
Stade III 56 75 
Globalement au 49 66 
Reprise évolutive 75  
Tous Patients 55  

 

Table 1 : Pourcentage des patients présentant une anomalie caryotypique 

clonale en fonction du stade de la maladie, d’après (Lai et al., 1995) et (Smadja et 

al., 2001) 

 

En raison du très faible index mitotique dans les MGUS, l’analyse 

cytogénétique conventionnelle n’est pas applicable à cette pathologie. Mais des 

études par FISH utilisant quatre marqueurs chromosomiques différents on mis en 

évidence la présence d’au moins une trisomie dans 40 à 50% des cas (Zandecki et 

al., 1995b; Drach et al., 1995a).  Cette incidence croît au cours du suivi des MGUS, 

en dehors de toute transformation en MM (Zandecki et al., 1997b). Les anomalies du 

nombre des chromosomes seraient donc déjà fréquentes au stade de MGUS, et 

seraient la règle au stade de MM. Au cours de l’évolution du MM, la fréquence de ces 

anomalies continueraient d’augmenter. 

Le MM se rapproche sur le plan des anomalies caryotypiques des tumeurs 

solides non hématopoïétiques : en effet, alors que l’étude des leucémies montre 

assez souvent une seule anomalie cytogénétique (un seul événement détectable), le 

caryotype du MM est habituellement complexe avec des modifications souvent 

nombreuses, à la fois numériques et structurales (Zandecki et al., 1996). Il n’existe 
pas d’anomalie constante et spécifique du myélome. 
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(b) Anomalies de nombre  

Parmi les caryotypes anormaux, une altération du nombre de chromosomes 

est observée dans 89 - 93% des patients (mais comme seule anomalie dans 

seulement dans 0 – 3% des patients). Une hypodiploïdie est retrouvée chez 10 à 

30% des patients, une hyperdiploïdie chez 60 à 68% , et une pseudodiploïdie chez 9 

à 20% des patients (Zandecki et al., 1996; Smadja et al., 2001). 

Les anomalies numériques récurrentes sont des trisomies ou des tétrasomies 

des chromosomes 9, 3, 19, 15, 11, 5 et 7 (par ordre décroissant de fréquence) et des 

monosomies pour les chromosomes 13, 8, 14 et 10, ainsi que la perte des 

chromosomes sexuels X ou Y. La trisomie ou tétrasomie 9 et la monosomie 13 sont 

des anomalies majeures du MM. 

La monosomies 13 ou la délétions 13q- sont fréquentes et de mauvais 

pronostic. Le gène Rb, paradigme du gène suppresseur de tumeur, est localisé en 

13q14 et il a été initialement proposé qu’il était la cible des délétions en 13q-. 

Effectivement, des délétions mono-alléliques de Rb sont rapportées jusque dans 

60% des MM, tandis que les délétions bi-alléliques de ce gène sont exceptionnelles 

(Corradini et al., 1994; Dao et al., 1994; Zandecki et al., 1995a; Juge-Morineau et al., 

1995). Mais l’étude du gène Rb non délété montre qu’il n’est pas la cible de 

mutations ou de réarrangements. De plus l’absence d’expression au niveau 

protéique est rare (Zandecki et al., 1995a; Juge-Morineau et al., 1995; Juge-

Morineau et al., 1997). Ces éléments évoquaient la possibilité que le chromosome 13 

pouvait héberger un autre gène suppresseur de tumeur, peut-être le gène 

télomérique par rapport à Rb qui avait été proposé pour être fréquemment délété 

dans la LLC, nommé DBM (Deleted in B-cell Malignancies) (Brown et al., 1993). Un 

travail approfondi de l’équipe de Dalla-Favera montre néanmoins qu’il n’y a pas, dans 

la LLC, de gène dans la région 13q14 qui se comporterait comme un gène 

suppresseur de tumeur selon la théorie de Knudson (une copie du gène délétée, 

l’autre mutée) (Migliazza et al., 2001). De plus une étude plus précise de la zone du 

chromosome 13 délétée dans 234 patients atteints de myélome montre que sur les 

98 patients (42%) porteurs d’une anomalie du chromosome 13, 90 (92%) présentent 

une délétion complète d’un chromosome 13 (Avet-Loiseau et al., 2000). Sur 7 des 8 

patients n’ayant qu’une délétion partielle du chromosome 13, la région comportant 
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Rb fait partie de la zone délétée. Ces résultats montrent que dans 99% des cas de 

MM comportant une anomalie de nombre du chromosome 13, un des deux gènes Rb 

est délété. Ces observations cytogénétiques sont une explication possible à la plus 

faible expression de Rb au niveau ARN messager que nous observons dans les 

plasmocytes tumoraux par rapport aux plasmocytes normaux dans notre travail sur 

les puces à ADN (cf. p 240). Des travaux ont montré qu’une délétion du chromosome 

13 en cytogénétique conventionnelle est un facteur de mauvais pronostic, mais ce 

facteur pronostic est biaisé par la nécessité d’avoir un index mitotique élevé pour 

obtenir un caryotype du clone tumoral (Tricot et al., 1995). Plus récemment, la 

détection d’une anomalie du chromosome 13 détectée par FISH a également été 

montrée comme un facteur de mauvais pronostic, bien qu’une telle anomalie 

génétique soit fréquente (33 à 38% des patients dans les études citées) (Perez-

Simon et al., 1998; Facon et al., 2001). Cette anomalie apparaîtrait très tôt dans 

l’histoire de la maladie puisqu’on retrouve par FISH une délétion du locus 13q14 

dans 45% des MGUS, fréquence analogue à celle retrouvée dans les MM (Avet-

Loiseau et al., 1999b; Konigsberg et al., 2000). La délétion 13q14 pourrait être liée à 

la transition de MGUS vers un myélome puisque d’une part cette délétion n’est en 

général retrouvée que dans une fraction des plasmocytes dans les MGUS alors 

qu’elle est présente dans la majorité des plasmocytes dans les MM (Avet-Loiseau et 

al., 1999b), et d’autre part les MM qui ont un antécédent de MGUS dans leur histoire 

ont plus fréquemment une délétion 13q14 que les MM sans MGUS préalablement 

reconnu (Avet-Loiseau et al., 1999d). 

D’autres anomalies de nombre ont été rapportées comme facteur pronostic. 

Les trisomies 6, 9 et 17 sont associées à un bon pronostic (Perez-Simon et al., 

1998). Récemment, Smadja et collaborateurs montrent qu’au sein d’une série de 208 

patients, le groupe des patients comportant une pseudodiploïdie ou une hypoploïdie 

a une médiane de survie de 12,5 mois contre 33,8 mois pour le groupe de patients 

dont le caryotype est hyperdiploïde, ce qui est une différence significative (Smadja et 

al., 2001). Une analyse multivariée montre que l’hypoploïdie/pseudodiploïdie est le 

facteur pronostic indépendant le plus important pour prédire la survie, suivi du 

traitement et du stade. Etant donné que la délétion du chromosome 13 est 

significativement liée à l’hypoploïdie/pseudodiploïdie, elle ne serait plus un facteur 

pronostique indépendant (Smadja et al., 2001).  
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(c) Anomalies de structure  

Dans la plupart des cas, une ou plusieurs anomalies structurales 

accompagnent les anomalies numériques. Seuls 10 % des caryotypes montrent une 

anomalie de structure isolée. Ces altérations sont souvent complexes et multiples, 

sous forme de translocations équilibrées ou non et de délétions. Certains 

chromosomes sont particulièrement concernés : 1, 6, 7, 8, 11, 14, 16, 17, 19 et 22 

(Zandecki et al., 1996).  

Les aberrations structurales du chromosome 1 sont retrouvées dans 40-50 % 

des cas mais sans locus particulier. Il pourrait peut-être s’agir d’un événement 

secondaire comme cela a été reporté dans le lymphome de Burkitt (Fukuhara et al., 

1983).  

Les anomalies du 19q13.3 sont détectées dans 12 à 20% des caryotypes 

anormaux des MM, anomalie déjà retrouvée dans les lymphomes (Fukuhara et al., 

1983; Taniwaki et al., 1994).  Il est intéressant de remarquer que le locus 19q13.3 

contient le gène E2A (qui code pour les protéines bHLH E12 et E47), lequel est 

réarrangé dans une translocation récurrente des LAL. 

Mais les anomalies structurales les plus remarquables font intervenir le locus 

14q32. 

(d) Anomalies de structure mettant en jeu les gènes des 
Ig  

Par cytogénétique conventionnelle, les anomalies du 14q32.3 sont observées 

chez 20 à 30% des patients qui présentent une anomalie caryotypique clonale 

(Zandecki et al., 1996). Mais ces translocations sont difficiles à voir sur un caryotype 

du fait de la localisation télomérique du locus 14q32.3, et de ce fait sont sous 

estimées par cette technique. En utilisant la technique du FISH, des anomalies du 

14q32.3 sont observées dans 57 à 74% des patients atteints de MM et dans la 

majorité des lignées de MM (Avet-Loiseau et al., 1998; Nishida et al., 1997; Kuipers 

et al., 1999). Ces anomalies sont retrouvées très tôt dans la maladie puisque que 

46% des patients atteints de MGUS ou de MM indolent (smouldering MM) présentent 

une anomalie14q32.3 (Avet-Loiseau et al., 1999b). 

La survenue très précoce de cette anomalie génétique dans l’histoire de la 

maladie est en accord avec le mécanisme physiopathologique avancé pour expliquer 

ces réarrangements du gène des Ig. Bergsagel et collaborateurs ont montré que les 
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translocations mettant en jeu le locus 14q32.3 dans le MM intervenaient toujours 

dans la région de switch du gène IgH sur l’allèle non producteur d’Ig (Bergsagel et 

al., 1996). Cette observation suggère que la translocation 14q32.3 se produit au 

moment ou après la commutation isotypique du lymphocyte B dans le centre 

germinatif (Gabrea et al., 1999). Ce mécanisme se différencie des translocations 

observées dans les lymphomes mettant également en jeu le locus 14q32.3 mais qui 

se dérouleraient plus précocement au cours de la différenciation lymphoïde B au 

moment de la recombinaison VDJ (Fiedler et al., 1992). Les conséquences 

physiopathologiques des translocations 14q32.3 (ou des locus des chaînes légères 

des Ig, (2p12, κ ou 22q11, λ)) sont communes à toutes les pathologies lymphoïdes B 

est se traduisent par la surexpression du (ou des) gènes qui est venu à proximité 

d’un des enhancers du gène des IgH ou des IgL. En effet, le promoteur et les 

enhancers des Ig sont fortement activés dans les lymphocytes B, tout 

particulièrement les plasmocytes. Dans la plupart des cas, le partenaire impliqué 

dans la translocation 14q32.3 est un oncogène, dont l’expression se trouve ainsi 

dérégulée. 

L’impact pronostique du réarrangement 14q32.3 sur la survie est discuté. 

Certains auteurs montrent qu’il s’agit d’un facteur de mauvais pronostic (Smadja et 

al., 2001), ce que d’autres ne retrouvent pas (Ho et al., 2001). 

Les partenaires du locus 14q32.3 les plus souvent retrouvés sont les suivants: 

(i) Cycline D1 (11q13) 

Le locus 11q13 (bcl-1, PRAD1, cycline D1) est retrouvé comme partenaire 

dans 10-28% des cas (Zandecki et al., 1996; Avet-Loiseau et al., 1998). La 

translocation t(11 ;14)(q13 ;q32) est la translocation impliquant le locus IgH la plus 

fréquente. Elle s’accompagne toujours de la surexpression de la cycline D1 qui est 

impliquée dans la régulation de la transition G1-S du cycle cellulaire (Chesi et al., 

1996). La translocation t(11 ;14)(q13 ;q32) constitue pour certains un facteur de 

mauvais pronostic (Tricot et al., 1995). 

(ii) FGFR3 (4p16.3) 

Chesi et al. ont rapporté par une technique de Southern une nouvelle 

translocation, caryotypiquement silencieuse, t(4;14)(p16.3;q32.3) (Chesi et al., 1997). 

Le locus 4p16.3 comporte le gène du FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3). 
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FGFR3 est un récepteur transmembranaire pour les FGFs et comporte dans sa 

partie intracytoplasmique un domaine kinase. Les lignées et les cellules de malade 

positives pour t(4;14) surexpriment FGFR3 tant au niveau ARN que protéique. Cette 

anomalie a depuis été rapportée dans 21% des patients présentant une 

recombinaison illégitime du locus 14q32.3, soit 10% de l’ensemble des patients 

présentant un MM (Avet-Loiseau et al., 1998; Fonseca et al., 2001). Dans certains 

cas le gène FGFR3 qui est transloqué est également porteur d’une mutation, décrite 

dans certaines formes sévères de nanisme, connue pour activer constitutivement ce 

récepteur (Chesi et al., 1997; Richelda et al., 1997). Cette forme activée du FGFR3 

est un oncogène, capable de transformer des fibroblastes in vitro, de protéger de 

l’apoptose induite par une absence d’IL-6 dans une lignée murine dépendante pour 

sa croissance d’IL-6 exogène, et de provoquer des tumeurs lymphoïdes et myéloïdes 

chez la souris lorsqu’on la surexprime dans des cellules souches hématopoïétiques 

(Chesi et al., 2001; Li et al., 2001). 

On peut faire l’hypothèse que la dérégulation de FGFR3 donne un signal 

oncogénique aux plasmocytes tumoraux qui sont au contact de cellules stromales qui 

expriment du FGF (Allouche, 1995). Au cours de l’évolution de la maladie, il pourrait 

survenir des mutations activatrices du FGFR3, contribuant à une croissance tumorale 

indépendante de ce ligand.  

Par ailleurs il est intéressant de noter que la molécule syndécan-1 est 

fortement exprimée à la surface des plasmocytes tumoraux et que les héparanes 

sulfates dont syndecan-1 servent de co-facteur aux FGFR (Jourdan et al., 1998; Filla 

et al., 1998). 

(iii) IRF4 (6p25) 

Le gène IRF4/MUM1 peut également être la cible d’une translocation mettant 

en jeu le gène IgH. Une telle translocation, t(6 ;14)(p21 ;q32.3), a été retrouvée dans 

2/11 et 3/17 lignées de MM (dont la lignée XG-7) et sur 8/38 (21%) cas de MM (Iida 

et al., 1997; Yoshida et al., 1999). Ce gène appartient à la famille des facteurs de 

transcription IRF (interferon response factor) qui comporte au moins six membres 

partageant un domaine d’homologie N-terminal de liaison à l’ADN. Ces gènes jouent 

un rôle dans la réponse aux Interférons et à d’autres cytokines dont l’IL-6 (Harroch et 

al., 1993). Certains IRFs se comporteraient comme des anti-oncogènes 

(IRF1,ICSBP), d’autres comme des oncogènes (IRF2). IRF4 appartiendrait plutôt à 
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ce dernier groupe puisqu’il est capable de transformer des fibroblastes in vitro (Iida et 

al., 1997). Il est impliqué dans la différenciation lymphoïde B (cf. 35). Enfin il convient 

de noter que les souris IRF4−/− ont un taux d’immunoglobuline effondré et sont 

incapables de développer une réponse anticorps (Mittrucker et al., 1997). La 

translocation, t(6 ;14)(p21 ;q32.3) s’accompagne de la surexpression de l’ARNm de 

IRF4 (Iida et al., 1997). Il faut noter cependant qu’IRF4 est exprimé au niveau 

protéique dans l’ensemble des lignées de MM que nous avons étudiées, y compris 

en l’absence de la translocation t(6 ;14)(p21 ;q32.3), celle-ci ne faisant qu’augmenter 

le niveau d’expression basal déjà important (données de l’équipe non publiées). 

D’autre part il convient de noter que la fréquence importante de cette translocation 

dans les patients atteints de MM rapportée par Yoshida et al. (Yoshida et al., 1999) 

n’est pas retrouvée par d’autres équipes : 0/80 réarrangements Ig (Avet-Loiseau et 

al., 1998), 0/43 (Smadja et al., 2001), 0/8 (Gutierrez et al., 2000). 

(iv) Cycline D3 (6p21) 

La lignée de MM KMM-1 surexprime la cycline D3 dont le gène est situé en 

6p21. Il a été montré que cette surexpression était liée à une translocation 

t(6;14)(p21 ;q32.3) (Shaughnessy et al., 2001). Cette translocation est présente dans 

4 à 5,6% des échantillons de cellules primaires de MM. Dans une série de 53 

patients, une analyse par puces à ADN des cellules tumorales primaires a montré 

que la translocation t(6 ;14)(p21;q32) s’accompagnait toujours d’une surexpression 

marquée de l’ARN messager de la cycline D3 (Shaughnessy et al., 2001). 

(v)  c-myc (8q24) 

Les translocations t(8 ;14)(q24;q32) et t(14;22)(q32.3;q11) mettent 

l’expression de c-myc sous le contrôle d’un enhancer des chaînes lourdes ou légères 

des Ig et sont caractéristiques du lymphome de Burkitt. Ces translocations sont 

également observées dans le MM, quoique peu fréquemment : 3/80 (3%) des 

réarrangements Ig, c’est à dire 3/127 (2%) à 23/529 (4%) de l’ensemble des patients 

atteints de MM (Avet-Loiseau et al., 1998; Avet-Loiseau et al., 2001). Mais le locus c-

myc est également réarrangé de manière plus complexe, en dehors d’une 

translocation réciproque impliquant un gènes des Ig, aboutissant à la juxtaposition de 

c-myc avec une partie des locus IgH ou IgL, ou avec d’autres séquences 

génomiques non identifiées (Shou et al., 2000; Avet-Loiseau et al., 2001). La 



 89

surexpression de c-myc, protéine impliquée dans la prolifération cellulaire et dans les 

phénomènes de transformation maligne, contraste avec l’absence d’expression dans 

les plasmocytes normaux. En effet, c-myc est exprimé dans les lymphocytes B et son 

expression s’éteint au cours de la différenciation plasmocytaire, bloqué par le facteur 

de transcription plasmocytaire PRDI-BF1 (cf. p 34). C-myc est la cible de 

remaniements génomiques détectables par FISH dans 15 à 50% des malades, 15% 

sur la série de 529 patients rapportée par Avet-Loiseau et collaborateurs. 

(vi) c-maf (16q23) 

La translocation t(14;16)(q32.3;q23) fait intervenir le facteur de transcription c-

maf. Elle a été initialement clonée dans 5/21 lignées de MM (Chesi et al., 1998a), 

mais son incidence chez les patients atteints de MM semble faible : 1/80 

réarrangements IgH (Avet-Loiseau et al., 1998), 0/43 (Smadja et al., 2001). 

(vii) Autres partenaires 

D’autres gènes peuvent être plus rarement retrouvés dans une translocation 

14q32.3 : le gène PAX5 en 9p13 (Avet-Loiseau et al., 1999a), le gène Bcl-2 en 

18q21 (Nishida et al., 1997), le gène IRTA1 en 1q21 (Hatzivassiliou et al., 2001). 

Dans 46% des cas le partenaire n’est pas identifié (Avet-Loiseau et al., 1998). Enfin, 

citons la translocation t(4;14)(p16.3 ;q32.3) qui pourrait également activer 

l’expression du gène MMSET/WHSC1 présent en der(4), en parallèle à l’activation du 

FGFR3 qui est retrouvé en der(14) (Chesi et al., 1998b). 

(5) Autres altérations moléculaires 

Nous venons de voir que des anomalies de structures telles des translocations 

impliquant les gènes des Ig peuvent entraîner la surexpression d’oncogènes comme 

la cycline D1, D3, le FGFR3, IRF4, c-myc ou c-maf, et que des anomalies de 

nombres peuvent cibler des gènes suppresseurs de tumeurs tels que Rb dans les 

délétions de tout ou d’une partie du chromosome 13. Mais d’autres altérations 

moléculaires ont été rapportées dans le MM, telles que des mutations ou des 

méthylations de promoteur de gènes suppresseurs de tumeur, ou telles que la 

phosphorylation d’un oncogène. 
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(i) Ras 

L’oncogène ras intègre des signaux essentiels pour la prolifération et la 

différenciation cellulaire. Trois proto-oncogènes de la famille ras ont été identifiés 

chez l’homme : K-, N- et H-ras. Des mutations ponctuelles spécifiques des codons 

12, 13 et 61 confèrent à la protéine Ras une activité constitutive. Cet événement 

oncogénique est retrouvé dans de nombreuses tumeurs. Dans le MM ont observe 

des mutations dans les gènes K- et N-ras dans les codons 12, 13 et 61, à l’exclusion 

de H-ras, avec une fréquence de 20 à 54% des patients au diagnostic, et jusqu’à 

81% des cas à la rechute (Portier et al., 1992; Corradini et al., 1993; Bezieau et al., 

2001). Ces mutations sont associées à une masse tumorale importante et survie 

médiane plus courte (Liu et al., 1996).  Il a été suggéré que ces mutations 

représentaient un événement moléculaire tardif dans l’évolution du MM (Portier et al., 

1992; Corradini et al., 1993). Une étude récente montre cependant qu’une 

purification préalable des cellules myélomateuses et l’utilisation d’un test sensible 

permet de mettre en évidence une mutation du codon 61 de N-ras dans presque 

100% des patients, mais dans un pourcentage variable (12-100%) des cellules 

tumorales (Kalakonda et al., 2001). Cette observation suggèrerait qu’une mutation 

activatrice de ras serait un événement obligatoire dans la genèse du myélome, ce qui 

constituerait la seule altération génétique commune à tous les myélomes. 

(ii) p53 

 P53 est le gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans 

les pathologies malignes humaines. P53 est un facteur de transcription dont 

l’expression est induite par des altérations de l’ADN, provoquant un arrêt du cycle 

cellulaire dans la phase G1, en particulier via l’induction de l’expression de p21. Si 

les dommages de l’ADN sont trop importants pour être réparés, p53 peut induire 

l’apoptose. P53 est considéré comme le “ gardien du génome ” (Lane, 1992). 

 Dans le MM la fréquence des mutations de p53 est l’ordre de 2 à 20% 

des patients, et est corrélée à une phase terminale de la maladie (Portier et al., 1992; 

Neri et al., 1993; Preudhomme et al., 1992). Dans les lignées de MM ces altérations 

de p53 sont retrouvées dans plus de 80% des cas, ce qui est en accord avec la 

notion que ces lignées sont obtenues à partir des patients arrivés au stade de MM 

extra médullaire (Mazars et al., 1992). Une altération fréquente du gène p53 par 

délétion interstitielle du locus 17p13 a été mise en évidence par FISH plus 
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récemment (Drach et al., 1998). La fréquence de cette anomalie génétique reste 

sujette à discussion et varie entre 9 et 21% des patients au diagnostic (Avet-Loiseau 

et al., 1999c; Drach et al., 2000). Cette fréquence augmente avec l’évolution de la 

maladie et atteint 54% des cas à la rechute. La présence de cette altération 

génétique au diagnostic est un facteur de mauvais pronostic (Drach et al., 1998). 

(iii) p15 et p16 

 Deux protéines de faible poids moléculaire, p15 et p16, inhibent la 

phosphorylation de Rb en interférant avec la liaison entre les cyclines D et les CDK4 

et 6. Les deux gènes correspondant se comportent comme des gènes suppresseurs 

de tumeur, en particulier p16 qui est délété de manière homozygote dans de 

nombreuses tumeurs. Bien que ce type d’altération génétique soit fréquente dans les 

leucémies aiguës lymphoblastiques de l’enfant, une mutation de p16 ou de p15 n’a 

été rapportée qu’exceptionnellement dans le MM (Dilworth et al., 2000), et les 

délétion de p16 ou de p15 sont rares (Quesnel et al., 1995; Gernone et al., 1996; 

Tasaka et al., 1997; Drexler, 1998). En revanche il existe fréquemment une 

méthylation anormale des îlots 5’ CpG de p16 et de p15, phénomène entraînant un 

blocage transcriptionnel de ces gènes. La fréquence de la méthylation du promoteur 

initialement rapportée était de 50 à 75% pour p16, et 67% pour p15 , mais ces 

études analysaient de petites séries de patients (12 et 16) (Ng et al., 1997; Tasaka et 

al., 1998). L’étude de plus larges séries montre que la fréquence d’une méthylation 

du promoteur de p16 est de 18 à 40% dans le MM (Guillerm et al., 2001; Gonzalez et 

al., 2000). Bien que l’inactivation de p16 soit plus fréquente dans les leucémies à 

plasmocytes et les lignées que dans les MM, la fréquence des méthylations des 

promoteurs de p16 et p15 apparaît similaire dans les MGUS et les MM (Guillerm et 

al., 2001). Au total p16 et p15 sont fréquemment inactivés dans le MM par 

hyperméthylation de leur promoteur, et il semble que ce soit un événement précoce 

dans l’histoire de la maladie. 

(iv) STAT3 

STAT3 est un facteur de transcription qui joue un rôle essentiel dans la voie 

de signalisation de la gp130 (cf. p 39). Ce facteur de transcription, lorsqu’il est 

constitutivement activé par une double mutation, se comporte comme un oncogène 

capable d’induire la transformation de fibroblastes murins (formation de colonies en 
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Agar, induction de tumeurs dans la souris nude (Bromberg et al., 1999)). Catlett-

Falcone et al. ont rapporté que STAT3 était constitutivement phosphorylé dans les 

cellules plasmocytaires malignes de MM, certainement secondairement à une 

synthèse importante d’IL-6 dans la moelle osseuse de ces patients (Catlett-Falcone 

et al., 1999). Ils ont montré, dans la lignée U266 qui présente une boucle d’activation 

autocrine IL-6, que l’activation de STAT3 était indispensable à la survie de la cellule 

myélomateuse, via l’induction directe de la protéine Bcl-XL. L’activation constitutive 

de STAT3 a été retrouvée dans les plasmocytomes de souris (Rawat et al., 2000). 

C’est le premier exemple d’une altération post-traductionnelle essentielle à la genèse 

du MM. 

(6) Traitement du myélome 

Le traitement de référence du MM tout age confondu reste l’association d’un 

alkylant ( Melphalan) et de corticoïdes (Alexanian et Dimopoulos, 1995). La médiane 

de survie de ce type de thérapeutique est d’environ 36 mois, avec moins de 5% des 

patients obtenant une rémission complète (RC). L’intensification de la chimiothérapie 

associée à une autogreffe de moelle osseuse ou de cellules souches périphériques 

(CSP), a permis d’améliorer significativement le taux de RC (25%) et la médiane de 

survie (supérieure à 50 mois) (Attal et al., 1996; Barlogie et al., 1999). Le taux de 

rémission complète peut-être augmenté à 40% en proposant une deuxième 

autogreffe un an après la première (Barlogie et al., 1999). L’analyse des courbes de 

survie sans rechute montre cependant qu’il n’apparaît pas de plateau qui pourrait 

suggérer une guérison d’une partie des patients. Il faudra cependant suivre le 

devenir des 10% de patients vivant sans progression de leur maladie plus de dix ans 

après des traitements intensifs avant de pouvoir affirmer que la chimiothérapie ne 

peut pas guérir un MM ou le ramener au stade de MGUS (Barlogie et al., 1998). Un 

des problèmes théoriques liés à l’autogreffe est la réinjection de cellules tumorales 

pouvant contribuer à la rechute. La sélection CD34 des CSP permet effectivement de 

diminuer significativement la contamination du greffon par des cellules 

myélomateuses, mais n’améliore pas la survie des patients traités (Stewart et al., 

2001). Un autre progrès récent dans le traitement du myélome est l’introduction des 

biphosphonates de seconde génération dont l’utilisation permet de réduire les 

évènements osseux des patients atteints de MM, mais sans allonger la survie globale 

(Berenson et al., 1996). La thalidomide a démontré récemment une efficacité 
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anti-tumorale avec 32% de réponses dans une série de 84 patients multitraités, 

réfractaires (Singhal et al., 1999). Mais l’efficacité est de courte durée et les effets 

secondaires assez marqués aux fortes doses. L’allogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques a été proposée comme traitement du MM, mais cette procédure 

reste grevée d’une morbidité et d’une mortalité sévère. Pourtant il a été démontré 

l’existence d’un effet greffon contre myélome, ainsi dénommé par analogie avec 

l’effet greffon contre leucémie (GVL, graft versus leukemia), suggérant une action 

des lymphocytes T cytotoxiques du donneur contre les cellules myélomateuses 

(Tricot et al., 1996). Cette approche est donc séduisante et pourrait, par comparaison 

avec l’expérience de l’allogreffe dans la leucémie myéloïde chronique, peut-être 

amener à la guérison de certains patients. La diminution de l’intensité du 

conditionnement par des « mini allogreffes » pourrait diminuer la morbidité de la 

greffe allogénique de moelle et étendre les indications à des patients plus âgés. 

Cependant, la nécessité d’une compatibilité HLA entre donneur et receveur limitera 

toujours le nombre de patients qui pourrait bénéficier d’un tel traitement. Mais l’effet 

greffon contre myélome est un élément encourageant le développement d’une 

approche thérapeutique du MM par immunothérapie. 

Le MM reste pour le moment un cancer incurable et de nouveaux traitements 

sont nécessaires. Une nouvelle option thérapeutique suggérée par des expériences 

in vitro et in vivo dans des modèles murins est l’utilisation d’OPG (cf. p). D’une 

manière générale, une meilleure compréhension des mécanismes d’oncogenèse du 

MM devrait fournir de nouvelles cibles thérapeutiques, et les puces à ADN vont 

assurément jouer un rôle important dans la compréhension de ce cancer et le 

développement de nouveaux traitements. 

 

(7) Conclusion 

Hallek et al. ont proposé un modèle multi-étapes dans l’oncogenèse du MM 

(Hallek et al., 1998). Ces différentes étapes sont le plasmocyte normal, la MGUS, le 

MM intra-médullaire et finalement les formes extra-médullaires du MM. Ils suggèrent 

que l’événement génétique fondateur du MM est une translocation impliquant le 

locus Ig et a lieu pendant la différenciation du plasmocyte normal. Ceci rejoint 

l’hypothèse de Zandecki et al. qui suggère qu’une anomalie de structure serait le 

premier événement puisque 8-11 % des caryotypes de MM montrent comme seule 



 94

anomalie des anomalies structurales tandis qu’une anomalie de nombre isolée est 

exceptionnelle (0 – 3%) (Zandecki et al., 1996). A cause de l’instabilité caryotypique, 

retrouvée dés le stade de MGUS, des événements génétiques s’accumuleraient au fil 

de l’évolution, pouvant conduire de la MGUS au MM, et du MM aux leucémies à 

plasmocyte d’évolution fulminante. Remarquons néanmoins que seuls 30% des MM 

présentent un historique de MGUS documenté et qu’une analyse par FISH des 

anomalies chromosomiques du MM montrent une différence significative (délétion 

13q14) entre les MM après une MGUS par rapport à un MM de novo, suggérant que 

ce sont deux formes de MM avec une histoire de la maladie différente (Avet-Loiseau 

et al., 1999d). D’autre part tous les MM n’évoluent pas vers des formes extra 

médullaires et inversement il existe des formes extra médullaires (en particulier des 

leucémies à plasmocytes) inaugurales. C’est cependant un schéma général qui 

permet d’intégrer tous les évènements génétiques que nous venons d’énumérer (voir 

Figure 13) 

 

PC MGUS MM PCLB HMCL

14q32 del 13q
methyl. p16, p15

Instabilité caryotypique

ras*, FGFR3*
8q24 (myc)

pSTAT3

p53*

 

 
 

Ces anomalies caryotypiques et moléculaires contribuent à l’émergence du 

MM sont compatibles avec le concept que le MM naît de la transformation d’un 

plasmocyte à longue durée de vie, non proliférant mais capable de survivre 

longtemps. En effet, la grande majorité des oncogènes surexprimés par les 

translocations 14q32 du MM sont des gènes impliqués dans le cycle cellulaire plutôt 

que la survie (Bergsagel et Kuehl, 2001), contrairement au lymphome folliculaire où 

Figure 13 : Evénements moléculaires principaux observés au cours de la genèse du MM 
et de son évolution vers une leucémie à plasmocyte (PCL). (B : lymphocyte B ; PC : 
plasmocyte ; HMCL : lignée de MM ; del 13q : délétion du locus 13q14 ; méthyl. : méthylation du 
promoteur de p16 ou p15 ; pSTAT3 : phosphorylation de STAT3). 
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l’événement caryotypique central conduit à la surexpression de la protéine anti-

apoptotique Bcl-2. 

L’amélioration de la connaissance de la biologie du MM laisse espérer 

l’apparition de nouvelles armes thérapeutiques et donc l’allongement de la durée de 

la rémission. 
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2. cDNA arrays 
 

Les cDNA arrays sont le fruit de la convergence des techniques de 

miniaturisation issues du monde informatique, des techniques de robotisation et du 

séquençage du génome humain. Grâce aux efforts de séquençage et d’analyse 

bioinformatique de la séquence de notre génome, il apparaît que le génome humain 

comporte au moins 35 000 gènes, vraisemblablement plus selon une lettre récente 

parue dans Cell (Hogenesch et al., 2001). Le principe de l’hybridation moléculaire de 

deux acides nucléiques complémentaires fut établi dés la description de la structure 

en double hélice de l’ADN. Ed Southern décrit en 1975 une technique permettant, à 

l’aide d’un acide nucléique radiomarqué, de détecter un acide nucléique attaché sur 

un support. Mais Southern Blots et Northern Blots n’explorent qu’un gène à la fois. 

Analyser les phénomènes biologiques complexes tels que les cancers en étudiant un 

gène à la fois paraît désormais dérisoire au regard du nombre des gènes qu’une 

cellule est susceptible d’utiliser. Le dépôt en parallèle de d’ADNc ou 

d’oligonucléotides sur un support de nylon ou de verre résout cet obstacle en 

permettant l’analyse simultanée de l’ARN messager de nombreux gènes. Le dépôt 

d’ADNc sur une membrane de nylon est appelée « macroarray » tandis que le dépôt 

d’ADNc ou la synthèse in situ d’oligonucléotides sur un support de verre de petite 

surface est appelée « microarray » ou puce à ADN (Lee et Hudson, 2000). On notera 

qu’on appelle classiquement « sonde » la puce elle-même, tandis que la « cible » est 

l’ARN du tissu étudié. Les applications qui découlent de ces techniques dépassent 

largement le cadre de la cancérologie et les puces à ADN vont profondément 

modifier la biologie et la médecine. 

IV. Les différentes techniques de cDNA array 

A) Macroarray 
Le Southern blot fut la technique historique pour interroger un échantillon sur 

la présence d’un acide nucléique donné. Ensuite se développèrent des techniques 

permettant le criblage d’une banque de clones étalée sur une membrane. Puis on 

cribla des collections de clones ordonnées dans des microplaques de culture et 
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transférées sur une membrane de nylon, ce qui ouvrait la voie à des applications 

puissantes. Mais la mise en œuvre de ces expériences était lourde. 

La robotisation fut le saut technologique qui permit le dépôt ordonné de 

centaines puis de milliers d’ADNc différents sur une membrane de nylon de quelques 

dizaines de centimètres carrés. Chaque ADNc est amplifié et purifié, en général à 

partir d’un plasmide maintenu dans un clone bactérien. Certaines membranes 

comme les membranes commerciales Atlas de Clontech comportent un nombre 

restreint de gènes appartenant à une catégorie fonctionnelle précise (apoptose, cycle 

cellulaire, cytokines, etc.), d’autres au contraire comprennent des milliers de gènes 

aux fonctions diverses, sur une surface en générale similaire, au détriment de la taille 

du dépôt. L’hybridation des macroarrays utilise des ADNc radioactifs obtenus par 

transcription reverse de l’ARN messager en présence d’un nucléotide radiomarqué. 

Les ADNc radioactifs sont hybridés pendant la nuit puis la membrane est lavée par 

des solutions de plus en plus stringentes. La membrane est révélée par numérisation 

de la radioactivité au Phosphorimager ou par autoradiographie.  

Les macroarrays ont initialement eu l’avantage d’une relative simplicité de 

fabrication, ainsi qu’une hybridation et une lecture facilitée par l’utilisation de la 

radioactivité comme marquage de la cible. Cependant les techniques qui permettent 

de fabriquer des microarrays par dépôt d’ADNc sont maintenant plus facilement 

abordables. La gestion des milliers de clones bactériens, des PCR et des 

purifications suppose une logistique lourde et ce problème est partagé entre les deux 

types de cDNA arrays. Un autre désavantage de la technique de macroarray est la 

surface importante d’hybridation, ce qui augmente de manière significative la quantité 

d’ARN nécessaire pour effectuer une hybridation (environ 100 µg d’ARN total). De 

plus, pour les membranes comportant plusieurs milliers d’ADNc différents, l’utilisation 

de la radioactivité (en particulier le phosphore 32) pose le problème d’une bavure 

des signaux sur les points adjacents (« bleeding »). 

Au total cette technique offre certains avantages de fabrication et de lecture, 

mais ne peut plus aujourd’hui rivaliser avec les puces à ADN sur le nombre des 

gènes interrogés. Or c’est certainement ce dernier point, la possibilité de tester le 

plus grand nombre de gènes différents, qui est actuellement recherché dans les DNA 

arrays.  
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B) cDNA microarray 
C’est l’équipe de Pat Brown et de Ron Davis de l’université de Stanford qui a 

été pionnière de cette technique (Schena et al., 1995). Sur un support de verre traité, 

d’aspect identique à la lamelle en verre utilisée en microscopie traditionnelle, sont 

déposés des milliers d’ADNc à l’aide d’un micropipetteur robotisé. Ces dépôts font 

environ 50 à 150 µ de diamètre et on peut typiquement déposer 10 000 ADNc 

différents sur une surface de 3,6 cm2. 

 

Figure 14 : Construction de puces à ADNc et hybridation compétitive avec un 
échantillon test et un échantillon de référence. (Duggan et al., 1999) 

L’hybridation d’une puce à ADN de type cDNA microarray est effectuée par 

hybridation compétitive entre un ARN d’intérêt et un ARN de référence, celui-ci 

servant de contrôle interne. Chaque échantillon est marqué par un fluorophore 

différent (Cy-3 vert et CY-5 rouge). Dans une série d’expérience où l’on souhaite 

comparer des échantillons d’ARN entre eux, on utilisera dans chaque expérience un 

ARN de référence identique – en général un mélange d’ARN de tissus ou de lignées 

de différentes origines – et l’on comparera les rapports ARN d’intérêt/ARN de 
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référence entre eux plutôt que le signal absolu de fluorescence. Une telle approche 

permet de s’affranchir d’une certaine hétérogénéité dans le dépôt des ADNc et d’une 

variation dans l’intensité du marquage. Après hybridation simultanée des deux 

échantillons marqués, suivi de lavages, l’intensité du signal est mesurée par un 

scanner à laser, sur les deux longueurs d’onde. Le rapport de fluorescence 

rouge/vert est ainsi déterminé et permet de comparer les taux d’expression relatifs 

des gènes dans les deux échantillons d’ADNc. Un excès d’un gène donné dans 

l’échantillon marqué en rouge produira un signal rouge, un excès d’un gène dans 

l’échantillon marqué en vert produira un signal vert, tandis que expression 

équivalente d’un gène dans les deux échantillons produira un signal jaune. 

Les puces produites par dépôt d’ADNc offrent une grande souplesse 

d’utilisation puisque l’on peut modifier à volonté le choix des gènes que l’on veut 

étudier. Bien que nécessitant certains investissements pour le micropipetteur 

robotisé et le scanner, les modalités de construction et de manipulation d’un système 

de type cDNA microarray est disponible sur Internet 

(http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.html) et est accessible à toute 

équipe de recherche qui souhaite s’y consacrer. La préparation et l’optimisation de 

ces puces à ADN ne sont cependant pas simples car cela nécessite de gérer des 

milliers de clones bactériens, d’effectuer des milliers de PCR, de purifier les produits 

de PCR et de vérifier par séquençage la validité de chacun des clones utilisés. 

  

C) Oligonucleotide microarray 
En 1991, Fodor et collaborateurs de la Société Affymax (aujourd’hui 

Affymetrix) proposent une technique de synthèse d’oligonucléotides in situ sur 

support solide par photolithogravure, en empruntant la technologie qui avait permis à 

la microélectronique d’effectuer la révolution des microprocesseurs (Fodor et al., 

1991). Dans ce procédé, la synthèse d’oligonucléotides, qui utilise la chimie 

phosphoramidite, est dirigée par un rayon lumineux qui déprotège les nucléotides 

d’une zone précise de la puce et les rends accessible à l’ajout d’une base 

supplémentaire (voir Figure 15 : procédé de synthèse in situ sur une puce 

oligonucléotide., ci-dessous). Pour effectuer la synthèse en parallèle de milliers 

d’oligonucléotides de 25 bases on procède à 100 étapes de synthèse, c’est à dire 25 

cycles de synthèse des quatre nucléotides qui composent l’ADN. A chaque étape, le 
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rayon lumineux dirigé par un masque de photolithogravure détermine si une base 

doit être ajouté ou non en un point déterminé de la puce. Chaque élément de la puce 

est un carré de 20 µm X 20 µm contenant plus de 107 copies d’un oligonucléotide 

donné. La surface d’une puce est d’environ 1,6 cm2 et peut contenir 400 000 

oligonucléotides différents (Lockhart et al., 1996). Les brevets de cette technologie 

ont été pris par la société Affymetrix, qui est la seule à commercialiser des puces à 

oligonucléotides obtenues par photolithogravure.  
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Figure 15 : procédé de synthèse in situ sur une puce oligonucléotide. 

 

La longueur de l’oligonucléotide est limitée par le nombre d’étapes d’addition 

de nucléotides que l’on peut effectuer tout en conservant un nombre limité d’erreur. 

Dans la technique de photolithogravure 25 bases semble être un maximum puisque 

cela nécessite 100 étapes différentes et que l’on ne peut augmenter ce nombre sans 

dépasser un pourcentage d’erreur intolérable.  

Initialement une des applications majeures des puces oligonucléotides devait 

être le séquençage (Lipshutz et al., 1999), mais les progrès du séquençage de 

masse par les techniques classiques ont focalisé l’utilisation des puces à 

oligonucléotides vers la mesure de l’expression des gènes, domaine ou les 

microarrays restent irremplaçables (Lockhart et al., 1996). Afin d’obtenir une 

information d’hybridation la plus spécifique possible malgré une longueur de l’oligo 

relativement faible, les puces Affymetrix analysent l’expression d’un ARNm par 40 

oligonucléotides différents (voir Figure 16, ci-dessous), 20 dont la séquence est 

parfaitement complémentaire de l’ARN cible (« perfect match ») et 20 dont la 

séquence diffère de l’ARN cible d’une base (« mismatch ») (Lockhart et al., 1996). 
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Figure 16 : choix des séquences des oligonucléotides pour couvrir un ARN messager 
dans une puce Affymetrix : 20 oligonucléotides différents de séquence parfaitement 
complémentaire de l’ARN cible (« perfect match ») et 20 oligonucléotides dont la séquence 
diffère de l’ARN cible d’une base (« mismatch »). 

 

Pour l’analyse de l’expression de gènes, l’ARN total est transformé en ADNc, 

avec incorporation du promoteur de la T7 ARN Polymérase (voir Figure 17). Une 

polymérase transforme cet ADNc simple brin en ADNc double brin. Celui-ci est alors 

transcrit en ARN grâce à la T7 ARN 

Polymérase en présence de 

nucléotides biotinylés. Cette 

combinaison d’étapes permet une 

amplification du signal d’un facteur 

100 à 1000, et permet une synthèse 

de sonde à partir de 5 µg d’ARN 

total seulement. L’hybridation est 

conduite dans un très petit volume 

dans une station d’hybridation 

spécifique. Elle est suivie par un 
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Figure 17 : Méthode d’amplification linéaire 
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marquage par de la streptavidine couplée à la phycoérythrine. Après lavage, la 

fluorescence de la puce est lue grâce à un scanner à laser. La présence d’un 

mismatch permet de s’assurer de l’absence d’hybridation non spécifique : tout couple 

d’oligonucléotide dont l’hybridation du mismatch est plus intense que le perfect match 

est éliminé. Un algorithme développé par Affymetrix permet de calculer à partir de 

l’ensemble des 40 unités d’hybridations d’un gène une valeur (« average 

difference ») qui est proportionnelle à la quantité d’ARN cible dans la solution de 

départ. Cette valeur, d’unité arbitraire, est considérée comme une représentation de 

la valeur absolue de l’expression d’un gène dans un échantillon donnée et peut être 

comparée à celle mesurée dans d’autres échantillons sans nécessiter un ARN de 

référence, à la différence du système des cDNA microarrays. Les comparaisons des 

résultats obtenus dans différentes équipes sont donc facilitées. La démonstration de 

la fiabilité du système pour la mesure simultanée du niveau d’expression de très 

nombreux ARN fut publiée en 1996 (Lockhart et al., 1996).  

Cependant plusieurs limites de cette méthodologie sont évoquées. Le 

système de masque pour la photolithogravure est lourd et onéreux : il ne peut être 

mis en place que dans le cadre d’un projet industriel de grande envergure, il n’est 

pas flexible et ne permet pas de faire des puces « à façon », et les puces ainsi 

produites sont chères. De plus l’étape d’amplification proposée par Affymetrix 

pourrait introduire un biais en permettant l’amplification préférentielle de certains 

ARN. A ces deux remarques on peut répondre que le prix de ces puces a nettement 

baissé depuis la mise en vente des premiers exemplaires et qu’un biais dans l’étape 

d’amplification n’a pour le moment pas été mis en évidence. La plus grande réserve 

est sans aucun doute la longueur de l’oligonucléotide qui est limitée à 25 dans la 

technique de photolithogravure. Bien qu’un oligonucléotide court (20-25 bases) offre 

théoriquement la plus grande discrimination entre deux séquences apparentées, des 

travaux récents viennent de démontrer qu’un oligonucléotide court lié à un substrat 

solide par une de ses extrémités présentait des propriétés d’hybridation médiocres 

en raison d’une gène stérique (Shchepinov et al., 1997; Hughes et al., 2001). 

Certains chercheurs ont proposé d’ajouter des « spacers » entre le substrat et la 

séquence oligonucléotidique, ce « spacer » pouvant être par exemple une séquence 

poly-dT. Il s’avère que le « spacer » le plus judicieux est la partie de la séquence du 

gène étudié qui est directement adjacente à l’oligonucléotide initialement choisi. 
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Autrement dit, il est plus adéquat de choisir un oligonucléotide plus long que 25 

bases. 

La technique qui a permis la synthèse in situ d’oligonucléotides plus long que 

25 bases est la technique de jet d’encre (Okamoto et al., 2000; 

Hughes et al., 2001). Ici encore c’est une technologie du 

domaine de l’informatique qui a été empruntée par la biologie 

moléculaire. Comme pour les puces Affymetrix, il s’agit d’une 

synthèse in situ d’oligonucléotide qui utilise la chimie 

phosphoramidite. Mais l’adressage spatial est déterminé ici par 

le dépôt d’une gouttelette d’un nucléotide délivré par une buse 

à jet d’encre. La tête « d’impression » comportant quatre 

buses, une pour chacun des quatre nucléotides, chaque base 

de l’oligonucléotide ne nécessite qu’un passage de la tête 

d’impression et donc une seule réaction chimique. On diminue 

ainsi par quatre le nombre d’étape nécessaire pour synthétiser 

un oligonucléotide, ce qui ouvre la voie à l’utilisation 

d’oligonucléotides plus longs. De plus, par rapport à la 

technique des cDNA microarrays, la technique de jet d’encre 

permet un dépôt très régulier et mieux calibré que les micropipetteurs robotisés. Par 

rapport aux oligonucléotides arrays Affymetrix, le jet d’encre apporte une grande 

souplesse d’utilisation : chaque puce peut être différente de la précédente. 

Figure 18 : Dépôt d’une 
solution d’ADN par 
technique de jet d’encre 
[Okamoto, 2000 #2318]. 
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Figure 19 : Etude de la sensibilité et de la spécificité du signal sur une puce à ADN en 
fonction de la longueur de l’oligonucléotide (Hughes et al., 2001). 

Le développement de cette technologie a permis l’étude précise de l’impact de la 

longueur de l’oligonucléotide sur la qualité de l’hybridation. Comme le montre la 

Figure 19, le travail de Hughes et al. montre qu’une longueur de 60 bases est 

optimale pour assurer la meilleur sensibilité et la meilleure spécificité possible. Les 

auteurs ont également quantifié l’impact des délétions et des mismatch dans la 

spécificité de l’hybridation. Ils observent qu’à partir de douze mismatch répartis au 

hasard dans un oligonucléotide de 60 bases, l’intensité de l’hybridation est identique 

à celle du bruit de fond : toute spécificité est perdue. Mais l’impact d’un mismatch ou 

d’une délétion dans l’oligonucléotide sur la qualité de l’hybridation dépend de la 

position de cette altération par rapport à l’extrémité de l’oligonucléotide qui est 

attaché au support. Les auteurs observent que c’est la partie la plus éloignée du 

substrat qui détermine au maximum la spécificité. Par exemple, pour faire chuter le 

signal d’hybridation de 50%, il faut en moyenne 5 mismatchs répartis au hasard dans 

un oligonucléotide de 60 bases. Mais un seul mismatch, s’il est situé à 10 bases de 

l’extrémité libre, diminuera le signal également de 50%. Les 25 bases proposées par 

la technologie d’Affymetrix semblent donc loin d’être optimales et l’avenir pourrait 

bien appartenir aux puces à oligonucléotides par synthèse avec la technologie à jet 

d’encre puisqu’elles réunissent les qualités de sensibilité, de spécificité, de flexibilité 
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et de coût raisonnable. Il reste cependant à l’avantage de la technologie Affymetrix 

l’utilisation pour l’analyse de chaque ARNm d’un ensemble de 20 perfect match et de 

20 mismatch, ce qui, nous l’avons déjà remarqué, dispense de l’utilisation d’un ARN 

de référence, et compense en partie le manque de sensibilité et de spécificité de 

chaque oligonucléotide de 25 bases pris isolément.  

D) Techniques apparentées 

(1) SAGE 

Le SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) est une technique de mesure de 

l’expression des gènes à large échelle mais qui ne fait pas partie à proprement parler 

de la technique des puces à ADN. Les résultats obtenus sont cependant du même 

ordre que ceux offerts par les puces à ADN et il est important de citer cette technique 

dans une description des cDNA arrays. La technique a été développée dans le 

laboratoire de Kinzler en 1995 et a été décrite dans Science (Velculescu et al., 

1995). Très brièvement, une ingénieuse série de manipulations permettent, à partir 

de l’ARNm cellulaire, d’obtenir des concatémères de 14 paires de base (appelés 

Tags) qui correspondent aux 14 pdb situées à une position spécifique de l’extrémité 

3’ de l’ARNm. Ces concatémères sont séquencés et chaque Tag dénombré. Un Tag 

est spécifique d’un ARNm donné, et le nombre de copie d’un Tag est proportionnel à 

la concentration de cet ARNm dans le tissu étudié. Il s’agit donc d’une technique 

unique parce que d’une part elle donne une valeur absolue sur l’expression d’un 

gène dans un échantillon et d’autre part elle fournit le niveau d’expression de la quasi 

totalité des gènes qu’ils soient connus ou non. Les puces à ADN nécessitent au 

contraire la connaissance de chacun des gènes dont on veut examiner le niveau 

d’expression. Des publications importantes ont utilisé cette technique dans 

l’exploration de la différentiation du monocyte en cellule dendritique, du cancer du 

colon ou de la néoangiogénèse observée dans le cancer du colon. (Hashimoto et al., 

1999; Zhang et al., 1997; St Croix et al., 2000). 

(2) Protein chip 

L’accomplissement du séquençage de génomes complets, et l’apparition de 

techniques telles que les puces à ADN, a amené la communauté scientifique à définir 

de nouvelles expressions : l’ensemble des ARN messagers d’une cellule est appelé 

le transcriptome, l’ensemble des protéines d’une cellule est appelé le protéome, et 
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l’ensemble des voies métaboliques d’une cellule le métabolome (Delneri et al., 

2001).  

Bien que l’intérêt des puces à ADN est évident dans l’analyse de l’expression 

des gènes, elles ne nous fournissent qu’une estimation indirecte de la quantité des 

protéines qui sont synthétisées à partir des ARNm, et ne nous apprennent rien sur 

les modification post-traductionnelles, ni sur les activités de ces protéines, ni sur les 

interactions protéines-protéines. Pour ces raisons, plusieurs équipes travaillent sur la 

mise au point de puces à protéines (Irving et Hudson, 2000). La puce à protéine ou 
protein chip explore simultanément les propriétés de l’ensemble des protéines d’une 

cellule. Une démonstration convaincante de la protein chip a été publiée récemment 

dans la revue Nature (Zhu et al., 2001). Les auteurs ont cloné 5800 ORFs de la 

levure, les ont surexprimés dans la levure puis les ont purifiés, avant des les déposer 

sur une lamelle de verre pour constituer une puce à protéine. Cette puce a été 

utilisée pour identifier des interactions protéines-protéines ou protéines-

phospholipides, permettant d’identifier avec succès un groupe de protéines se liant à 

la calmoduline et des protéines liant des phosphatidyl-inositols phosphorylés. Cette 

technique présente des avantages par rapport aux techniques existantes : les 

banques d’expression sont souvent incomplètes et les séquences parfois amputées ; 

la technique du double hybride repose sur une interaction qui a lieu dans le noyau, 

ce qui limite le type d’interaction qui peut-être détecté. 

On peut élargir la définition de la puce à protéine aux techniques qui consistent à 

imprimer sur le support de verre des collections soit de petites molécules, soit 

d’anticorps, soit de phages, soit d’ADN et qui viennent interroger cette puce avec une 

protéine marquée par un fluorophore (de Wildt et al., 2000; Irving et Hudson, 2000). 

Finalement on peut imaginer toutes les combinaisons possibles entre deux 

partenaires dont on veut connaître l’interaction : le premier est inconnu mais 

appartient à d’une collection de molécules fixées sur un support de verre (« la 

puce ») et le second étant connu, marqué par un fluorophore et vient hybrider la 

puce. Il peut s’agir de collection de protéines, de petites molécules, d’anticorps, de 

phages ou bien d’ADN (voir Figure 20). Par exemple une puce à ADN représentant 

des séquences promotrices pourrait être hybridée avec un facteur de transcription 

marqué pour identifier en une expérience quel(s) promoteur(s) parmi des milliers ce 

facteur de transcription peut lier. A l’inverse il est concevable d’hybrider une puce à 

protéines avec une molécule d’ADN marquée dont la séquence correspond à une 
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motif présent dans le promoteur de plusieurs gènes dont l’expression est co-régulée 

afin d’identifier les protéines qui se lient à cette séquence ADN. 
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(3) Cell chip 

Une autre manière d’étudier la fonction de milliers de protéines en parallèle est la 

« puce à cellule » ou microarray of cells. Dans cette technique on dépose en 

parallèle sur une lamelle de verre des milliers d’ADNc, sous forme de plasmides 

dans une solution aqueuse de gélatine (Ziauddin et Sabatini, 2001). Les lames sont 

séchées, couvertes par un lipide cationique pour favoriser la transfection, puis on 

couvre la puce par des cellules adhérentes dans leur milieu de culture. Après 2-3 

divisions cellulaires on obtient une lamelle de verre couverte de milliers de petites 

colonies cellulaires, chacune transfectée par un ADNc différent. Les auteurs ont 

appliqué leur méthode à l’identification de cibles médicamenteuses ou l’identification 

d’altérations de la phosphorylation protéique, de l’apoptose ou de l’adhésion 

cellulaire induites par l’expression de divers gènes. 

Figure 20 : toutes les combinaisons sont imaginables entre une puce à ADN, 

à protéine, à anticorps, à petite molécule ou à phage, et une « sonde », marquée par 
un fluorochrome, qui peut-être de l’ADN, une protéine, un anticorps ou une petite 
molécule. 
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V. Les applications des cDNA arrays 

A) Séquençage et analyse du polymorphisme de l’ADN 
génomique 

Une des premières applications envisagées par les puces à oligonucléotides 

fut le séquençage (Fodor et al., 1991). Le séquençage par puces repose sur des 

puces à oligonucléotides « universelles » qui sont des collections d’oligonucléotides 

de taille n (typiquement huit) qui couvrent toute les séquences possibles de n 

nucléotides (Hacia, 1999). En théorie une telle puce peut séquencer n’importe quel 

morceau d’ADN puisque toutes les séquences complémentaires de cet ADN sont 

présentes sur la puce. Des algorithmes informatiques permettent de reconstruire la 

séquence du morceau d’ADN examiné en fonction des oligonucléotides qui ont été 

hybridés. En pratique cette technique s’est heurtée à des problèmes de spécificité 

d’hybridation – en particulier à cause de la longueur réduite de l’oligo (cf. discussion 

dans le paragraphe p 99) – et au problème des séquences d’ADN répétées. De plus 

le développement du séquençage de masse par des techniques conventionnelles a 

rendu cette approche caduque pour le séquençage du génome. 

Mais si le séquençage par puce a été abandonné, le séquençage de portions 

d’ADN connues pour la recherche des mutations et des polymorphismes est devenu 

une application majeure des puces à oligonucléotides (Hacia, 1999). En 1996, le 

laboratoire Affymetrix publiait l’analyse du polymorphisme de l’ensemble des 16,6 

kilobases du génome mitochondrial humain par une puce à oligonucléotides 

comportant 135 000 sondes de 25 paires de base (Chee et al., 1996). La résolution 

était de l’ordre du nucléotide. La technique exploite la haute spécificité de la puce à 

oligonucléotide capable de discriminer une complémentarité parfaite d’une 

complémentarité incomplète causée par une paire de base non appariée. Dans le 

génome, les SNPs (single nucleotide polymorphisms) sont des nucléotides pour 

lequel un polymorphisme significatif entre différents individus a été observé. 

L’identification des SNPs bénéficie également de l’utilisation de puces 

oligonucléotides (Winzeler et al., 1998). L’enjeu est de taille puisque l’analyse des 

SNPs devrait aboutir à l’essor de la médecine prédictive : on pourra lier tel SNP à la 

prédisposition à telle pathologie. L’analyse de notre patrimoine génétique est 

aujourd’hui encore un test biologique lourd, restreint à quelques gènes seulement. 

Demain, pour le meilleur ou pour le pire, on pourra par hybridation d’une seule puce 
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à ADN, génotyper chez un sujet des milliers de SNPs (Lindblad-Toh et al., 2000b). 

D’autres applications pratiques comportent l’étude des liaisons génétiques, la 

caractérisation d’anomalies cytogénétiques y compris les mutations d’oncogènes ou 

de gènes suppresseurs de tumeur. Par exemple, la société Affymetrix fournit une 

puce spécialement dédiée à l’analyse des mutations de la protéine p53. L’analyse de 

108 tumeurs ovariennes avec ces puces, et une comparaison avec les techniques 

conventionnelles de séquençage, montre une sensibilité des puces oligonucléotides 

de 92% et une spécificité de 100%, ce qui est sensiblement supérieur à la technique 

par séquençage mais beaucoup plus simple à mettre en application (Wen et al., 

2000). Par ailleurs on sait que dans une cellule cancéreuse de nombreuses régions 

génomiques comportant un gène suppresseur de tumeur perdent une des deux 

copies du gène, l’autre copie étant selon la théorie de Knudson inactivée par 

mutation. La perte d’une copie d’un gène s’accompagne d’une perte de 

l’hétérozygotie de cette zone du génome, phénomène appelé L.O.H. (loss of 

heterozygosity). Des puces oligonucléotides couvrant un grand nombre de SNPs 

permettent de détecter des L.O.H. dans les cellules cancéreuses en dehors de la 

connaissance préalables de ces gènes suppresseurs de tumeurs (Mei et al., 2000; 

Lindblad-Toh et al., 2000a). 

La puce à oligonucléotides devrait donc rapidement permettre la mise en 

pratique en routine de l’analyse du polymorphisme génomique d’un individu ou d’un 

clone tumoral. 

 

B) Exploration du transcriptome  
L’analyse du transcriptome par les puces à ADN offre aujourd’hui une 

approche nouvelle de la biologie. Les puces à ADN ont permis de développer une 

approche qui n’est pas basée sur des hypothèses et offre l’opportunité unique de 

reposer les grandes questions de la biologie avec un regard neuf et exempt d’à priori 

(Brown et Botstein, 1999). Par ailleurs la puce à ADN fourni un moyen puissant pour 

appréhender le système biologique complexe que constitue le cellule. 

Les premières expériences d’analyse de l’expression des gènes par puces à 

ADN se sont intéressées à la levure Saccharomyces cerevisiae dont le génome 

venait alors d’être séquencé, permettant ainsi l’analyse de la totalité des 6400 gènes 

environ que comporte ce organisme (DeRisi et al., 1997). La bonne connaissance du 
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génome et de la quasi totalité des gènes de Saccharomyces cerevisiae ont permis 

d’analyser l’ensemble du transcriptome au cours de modifications du métabolisme, 

du cycle ou de la méiose (DeRisi et al., 1997; Cho et al., 1998; Primig et al., 2000). 

Les applications sont très variées et le nombre exponentiel des publications 

utilisant la technique des puces à ADN en atteste. La technique a été appliquée à 

divers organismes tels que les bactéries (Escherichia coli) (Ochman et Jones, 2000), 

le ver Caenorhabditis elegans (Jiang et al., 2001), la drosophile (Furlong et al., 

2001), la souris (Devireddy et al., 2001) et bien sûr l’homme. On peut détailler 

plusieurs publications majeures qui utilisent la technique des puces. L’équipe de 

Lander a étudié la transduction du signal au niveau du transcriptome dans des 

fibroblastes NIH3T3 par plusieurs récepteurs de cytokine (Fambrough et al., 1999). 

De manière surprenante, les auteurs découvrent que la stimulation de fibroblastes 

par diverses cytokines, y compris si les récepteurs de ces cytokines sont mutés au 

niveau de certaines de leur tyrosines intracellulaires, donnent des altérations du 

transcriptome très similaires entre elles, soulignant la redondance des cytokines 

entre elles, ainsi que la redondance des voies de signalisation qui sont activées en 

aval d’un récepteur de cytokine. Pat Brown a appliqué sa technique des cDNA 

microarrays à l’étude de la réponse des fibroblastes au sérum, qui est un modèle 

classique d’induction du cycle cellulaire (Iyer et al., 1999). L’analyse du transcriptome 

sur douze points étalés sur 24 heures montre l’induction de nombreux gènes du 

cycle cellulaire (ce qui valide l’expérience), mais également l’induction d’un certain 

nombre d’autres gènes en particulier des gènes impliqués dans la cicatrisation, la 

néoangiogénèse et le recrutement de cellules du système immunitaire. En situation 

physiologique, un fibroblaste n’est mis en contact avec du sérum in vivo que dans le 

contexte d’une plaie (le sérum est la résultante de la coagulation du sang). Le 

fibroblaste interprète ce contact comme un signal de cicatrisation qui est bien plus 

complexe que le simple démarrage du cycle cellulaire. Cet exemple illustre bien un 

des avantages de la technique des puces qui est d’examiner l’expression d’un 

ensemble de gènes très large et donc non biaisé par un choix de l’expérimentateur, 

ce qui peut amener à des conclusions inattendues au départ. L’équipe de Levine a 

étudié la réponse à l’induction du facteur de transcription p53 dans une lignée de 

cancer du colon exprimant la forme sauvage de p53 en aval d’un promoteur 

inductible par le zinc (Zhao et al., 2000). Ils observent l’induction de p21, cible 
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classique de p53, mais également l’induction de 106 autres gènes et la répression de 

54 gènes, transformant ainsi notre connaissance de la biologie de p53. 

 

C) Transcriptome des cellules cancéreuses 
Il est bien établi que la tumorigénèse est un processus multi étape et 

correspond à l’altération successive de plusieurs gènes différents au sein d’une 

cellule initialement normale, et amène des changements d’expression de gènes bien 

plus complexes que l’on ne le croyait initialement lorsque furent clonés les premiers 

oncogènes. Le cancer est donc un domaine d’application exemplaire pour l’utilisation 

des puces à ADN, et devrait permettre de mieux comprendre les évènements 

moléculaires qui accompagnent la transformation d’une cellule normale en une 

cellule maligne. Il est devenu possible de comparer, grâce aux puces à ADN, le 

transcriptome d’un tissu sain avec son équivalent cancéreux (Alizadeh et al., 2000). 

De plus, les cliniciens ont observé depuis longtemps que des cancers d’une même 

histologie sont en réalité souvent hétérogènes et recouvrent des tumeurs au 

pronostic très différent. Plusieurs auteurs ont suggéré qu’une nouvelle classification, 

plus fine, pourrait être établie en utilisant l’information fournie par l’expression de 

milliers de gènes différents : les puces à ADN pourraient transformer la taxonomie 

des cancers en apportant une classification moléculaire qui permettrait de mieux 

appréhender la physiopathologie des différents sous-groupes de tumeurs et d’offrir 

des paramètres pronostics plus fiables (DeRisi et al., 1996; Khan et al., 1998). La 

comparaison d’échantillons tumoraux par puce à ADN met en évidence l’existence 

de sous groupes moléculaires de tumeurs au sein d’une histologie que l’on croyait 

unique, et les sous-groupes peuvent présenter des profils d’expression proches de 

certains tissus normaux (« signatures »). On a ainsi pu reclasser quelques types de 

cancer en fonction de leur transcriptome, et dans certains cas associer une signature 

particulière avec un pronostic clinique. Alizadeh et al. ont ainsi comparé des ARN de 

différents types de lymphomes et de différents échantillons de lymphocytes normaux, 

activés ou non, et ont établi qu’au sein des lymphomes à grande cellule (DLBCL) qui 

constituent histologiquement une entité homogène on pouvait définir deux grands 

groupes que les auteurs ont nommé « germinal centre B-like DLBCL » et « activated 

B-like DLBCL » selon que le profil d’expression des tumeurs était plus proche du 

lymphocyte B germinal ou du lymphocyte B activé (Alizadeh et al., 2000). 
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L’observation que l’appartenance au groupe « activated B-like DLBCL » était un 

facteur de mauvais pronostic pour la survie des patients atteints de 

DLBCL démontrait que l’analyse moléculaire d’un cancer par puce à ADN pouvait 

identifier un sous-groupe à risque là où les techniques classiques d’histologie ne 

montraient qu’un groupe homogène. Golub et al. ont choisi d’étudier les leucémies 

aiguës pour déterminer une approche mathématique pour la découverte de classes 

de cancer et pour l’attribution d’un échantillon aux classes ainsi définies (Golub et al., 

1999). En analysant à l’aveugle 38 échantillons de leucémie aiguë, les auteurs ont 

retrouvé la dichotomie LAM/LAL. Ils ont alors défini les 50 gènes les plus discriminant 

entre les grandes classes de leucémie aiguë et ont formulé un « prédicteur » basé 

sur ces 50 gènes, qui permet de déterminer à quelle classe un échantillon appartient. 

Une classification des tumeurs a également été proposé pour le cancer du sein, qui 

retrouve par une analyse sur 8102 gènes les sous-groupes déjà connus exprimant 

soit le récepteur aux oestrogènes soit le récepteur ErbB2, mais également un 

nouveau sous-groupe caractérisé par l’expression de gènes caractéristiques des 

cellules épithéliales basales qui exprime fortement les kératines 5 et 17 (Perou et al., 

2000). Une autre étude s’est intéressé aux mutations de BRCA1 et BRCA2 dans le 

cancer du sein. En comparant l’expression de 5361 gènes dans les cellules 

tumorales primaires de 7 échantillons de cancer du sein de femmes porteuses d’une 

mutation sur BRCA1, 7 échantillons de cancer du sein de femmes porteuses d’une 

mutation sur BRCA2 et 7 échantillons de cancer du sein sporadique, les auteurs 

montrent par une analyse multi variée que les profils d’expression génique de ces 

trois groupes diffèrent significativement entre (Hedenfalk et al., 2001). Ils établissent 

une liste de 176 gènes qui sont significativement différent entre les tumeurs avec 

mutation BRCA1 et les tumeurs avec mutation BRCA2, ce qui suggère fortement que 

ces deux groupes de tumeurs sont fonctionnellement différents. Cette différence 

moléculaire marquée est surprenante à plus d’un titre car les mutations sont 

observées sur deux gènes qui ont une séquence proche l’une de l’autre, car ces 

deux mutations conduisent à une prédisposition importante de cancer du sein ou de 

l’ovaire et parce que l’histologie ne permettait pas de différencier ces deux sous-

groupes. 

Les mécanismes moléculaires qui gouvernent les phénomènes de métastase 

ont également été appréhendés par puce à ADN. Clark et al. ont comparé par 

oligonucléotide microarrays des lignées de mélanome avec un clone obtenu après 
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une sélection in vivo dans la souris nude pour être hautement métastatique (Clark et 

al., 2000). Parmi les gènes différentiellement exprimés, trois sont constamment 

augmentés dans les clones hautement métastatique, dans toutes les métastases 

analysées : la fibronectine, RhoC et la thymosine β4. Pour RhoC, qui est un membre 

des GTPases, les auteurs montrent que la surexpression de ce gène suffit pour 

augmenter significativement le pouvoir métastatique d’une lignée de cancer, 

suggérant que la surexpression de RhoC est une des causes possibles d’un pouvoir 

métastasant d’un cancer.  

 

Une autre validation de l’analyse du cancer par des puces à ADN a été 

apportée par un travail qui a comparé le profil d’expression de 8000 gènes dans les 

60 lignées de cellules cancéreuses qui sont utilisées par le National Cancer Institute 

des Etats-Unis pour le criblage des médicaments anti-cancéreux. Lorsque l’on 

ordonne ce panel de lignées de cancers de différents tissus selon leur profil 

d’expression par la technique du hierarchical clustering (cf. p 121), les échantillons 

se regroupent selon leur tissu d’origine : on distingue le groupe des lignées de 

cancer du colon, de mélanome, de cancer du rein, etc. (Ross et al., 2000). Ces 

groupes de lignées se distinguent par des profils d’expression particulier, par 

exemple les lignées de mélanome surexpriment un groupe de 90 gènes comportant 

 

Figure 21 : classement par hierarchical clustering de 60 lignées de cancer [Ross, 2000 
#2082]. 
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des gènes jouant un rôle connu dans la biologie du mélanocyte, comme la 

tyrosinase, MART1 ou S100-β. Une exception notable était la présence des deux 

lignées MDA, obtenues à partir d’un épanchement pleural et d’un ganglion d’une 

patiente présentant un cancer du sein, dans le groupe des lignées de mélanome et 

partageant avec celui-ci l’expression des gènes « mélanocytes ». Cette observation 

ouvre la possibilité que cette patiente était atteinte à la fois d’un adénocarcinome du 

sein et d’un mélanome occulte, métastasé, lequel serait à l’origine des deux lignées 

MDA. Il est à noter que la lignée de myélome RPMI8226 se localise tout 

naturellement dans le groupe des néoplasies d’origine hématopoïétique, à une 

certaine distance cependant des lignées leucémiques HL60 ou K562. 

Les puces à ADN vont rapidement transformer notre compréhension du 

cancer en proposant une vue d’ensemble des changements qui amène une cellule à 

devenir cancéreuse, et d’autre part elles vont permettre de classer les cancers 

beaucoup plus finement ce qui aura des implications pronostiques et thérapeutiques 

essentielles. 

 

D) Transcriptome et traitement anticancéreux 
Une autre application de la technique d’analyse du transcriptome par puces à 

ADN est d’aider au développement des traitements, en particulier celui du traitement 

du cancer : compréhension des mécanismes d’action au niveau moléculaire des 

traitements anticancéreux, criblage de nouvelles molécules, établissement de 

critères pronostiques de réponse au traitement permettant d’offrir aux patients des 

traitements plus ciblés.  
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Figure 22 : la comparaison du profil d’expression d’une souche de levure traitée avec 
du FK506 et une souche dont le gène de la calcineurine est muté montre une altération 
similaire de l’expression des gènes. En revanche il n’y a pas de corrélation entre le profil 
d’expression du traitement par FK506 et celui d’une mutation d’un gène choisi au hasard 
(yer071c). Les valeurs sont exprimées comme le rapport (log base 10) de la fluorescence de 
l’ARN étudié (R) par rapport à un ARN de référence (G). (Marton et al., 1998) 

Marton et al. ont illustré les possibilités des cDNA microarrays pour valider ou 

identifier le mode d’action d’un médicament au niveau moléculaire (Marton et al., 

1998). Les auteurs partent du principe qu’un médicament idéal est une molécule 

capable d’inhiber totalement et spécifiquement une cible moléculaire, de façon à ce 

que cette cible soit fonctionnellement absente. Ils ont pris comme modèle les 

molécules FK506 et ciclosporine, médicaments utilisés comme immunosuppresseurs 

chez l’homme et dont le mode d’action principal est l’inhibition de la calcineurine chez 

tous les eucaryotes. La calcineurine est une sérine/thréonine phosphatase impliquée 

dans la signalisation calcique. Elle est très conservée dans le monde animal et elle 

est présente de la levure à l’homme. L’analyse d’une culture de Saccharomyces 

cerevisiae soumise à un traitement par FK506 mets en évidence 36 gènes dont 

l’expression a changé de plus de deux fois par rapport à la même souche sans 

traitement. En comparant ce profil d’expression à celui d’une souche de levure traitée 

par ciclosporine ou d’une souche de levure mutante dont les deux sous unités de la 

calcineurine on été délétées, on constate un profil d’expression très similaire avec 

une corrélation statistiquement significative entre les trois profils d’expression 

« traitement par FK506 », « traitement par ciclosporine » et mutant calcineurine−/−. 

Une telle corrélation n’est pas retrouvée avec les profils d’expression de quarante 
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souches de levure mutées pour des gènes pris au hasard. Les auteurs démontrent 

également que le profil d’expression d’une levure traitée par un médicament est très 

différent si cette levure est mutée pour le gène qui est la cible de ce médicament. Par 

exemple, le profil d’expression d’une levure sauvage traitée par FK506 est très 

différent de la levure calcineurine−/− traitée par FK506. C’est une seconde façon de 

montrer par puce à ADN que la calcineurine est une cible du FK506. 

La même équipe va plus loin dans un article majeur du jeune domaine des 

puces à ADN en publiant dans Cell une approche par « Compendium » pour 

l’analyse fonctionnelle de molécules biologiquement actives et des gènes (Hughes et 

al., 2000). Le « Compendium » est une base de donnée de plus de 300 profils 

d’expression couvrant la totalité du génome de la levure Saccharomyces cerevisiae 

soumise à divers traitements chimiques ou mutée pour divers gènes. Après une 

analyse par « hierarchical clustering » (cf. chapitre « Techniques d’analyse des 

données », p 121), le profil d’expression d’un médicament est classé à côté du 

mutant pour lequel la cible du médicament à été invalidée : par exemple le profil 

transcriptionnel du traitement par la lovastatin est très proche de celui de celui du 

mutant HMG-CoA réductase qui est sa cible, de même que les profils d’expression 

après traitement par l’itraconazole et le mutant de la cible de l’itraconazole, erg11. 

Les applications des ces concepts, démontrées chez la levure, à l’homme 

seront nombreuses et majeures. Une approche, que les grands groupes 

pharmaceutiques sont sans doute déjà en train d’implémenter, est d’établir une vaste 

banque de donnée (« Compendium ») d’expression de gène (un nombre maximal de 

gènes, dans un avenir proche tous les gènes humains), dans un grand nombre 

d’échantillons : tissus normaux, tissus tumoraux, et surtout lignées cellulaires traitées 

par des médicaments de référence et lignées cellulaires chez lesquelles ont a pu 

établir des délétions homozygotes d’un gène donné. Ce Compendium doit alors 

permettre d’aider à établir le mécanisme d’action d’une nouvelle molécule si son 

profil d’expression ressemble en tout ou en partie à celui obtenu dans un autre 

échantillon. On peut aussi émettre l’hypothèse qu’une telle approche permettra de 

mieux cerner les effets secondaires d’une molécule en mettant en relief des effets 

sur l’expression d’un groupe de gènes en dehors de sa cible principale. 

Pour tenter de comprendre le mécanisme d’action d’une molécule 

thérapeutique on peut examiner la corrélation entre le niveau d’expression d’un gène 

et la sensibilité d’une lignée cellulaire à un produit de chimiothérapie (Scherf et al., 
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2000). Disposant du profil d’expression de 8000 gènes dans 60 lignées de divers 

cancers (cf. la liste des ces lignées dans la Figure 21) et de la sensibilité des ces 60 

lignées à 118 produits de chimiothérapie, Scherf et al montrent que l’on peut 

retrouver un lien statistique entre l’efficacité d’un produit et l’expression de certains 

gènes (Scherf et al., 2000). Ils observent par exemple une corrélation significative 

entre l’expression de la dihydropryrimidine dehydrogénase (DPYD), dont l’activité est 

limitante dans le catabolisme du 5-fluorouracile (5-FU), et la résistance d’une lignée 

cellulaire au 5-FU. De même, il existe une corrélation inverse entre l’expression de 

l’asparagine synthétase (ASNS) et la sensibilité à la L-asparaginase. On sait que la 

L-asparaginase n’est toxique que lorsqu’une cellule est dépourvue d’asparagine 

synthétase et repose sur l’asparagine extérieure à la cellule pour son métabolisme. 

Ces deux observations valident le modèle et permettent d’envisager : (1) de trouver 

une corrélation entre l’expression d’un ou de plusieurs gènes et l’efficacité d’action 

d’une nouvelle molécule thérapeutique pour tenter de mieux cerner son mécanisme 

d’action ; (2) de tenter de prédire la sensibilité d’une tumeur à un produit de 

chimiothérapie : par exemple en cas de surexpression de la ASNS, une tumeur aura 

toutes les chances d’être résistante à la L-asparaginase et l’on pourra épargner au 

patient un traitement de chimiothérapie inutile et toxique. 

Dans le cancer, les puces à ADN vont aussi permettre d’identifier les gènes 

clefs qui sont surexprimés dans chaque type de cancer, ce qui désignera ces gènes 

comme une cible idéale pour développer un traitement anticancéreux le plus 

spécifique possible. 

Enfin les puces à ADN sont un outil d’avenir pour déterminer le pronostic 

d’une tumeur, comme nous l’avons évoqué dans le chapitre précédent (cf. p111). 
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Figure 23 : Matrices des coefficients de corrélations (coefficient de corrélation de 
Pearson) entre une molécule de chimiothérapie (« drugs (clustered) ») et l’expression d’un 
gène (« genes (clustered) »). Ce tableau explore la corrélation qui existe, pour un gène donné 
et une molécule donnée, (l’intersection entre les deux entrées du tableau) entre le niveau 
d’expression de ce gène et la sensibilité à cette molécule pour chacune des 60 lignées de 
cancer étudiées. Cette matrice est représentée par un « hierarchical clustering » qui représente 
le coefficient de corrélation selon un code de couleur (absence de corrélation : vert ; 
corrélation inverse : bleu ; corrélation positive : orange) et rapproche entre eux les gènes ainsi 
que les molécules de chimiothérapie qui ont un profil similaire. L’encart (a) illustre la 
corrélation inverse qui existe entre l’expression de la DPYD et la sensibilité au 5-FU, l’encart (b) 
la corrélation inverse entre expression de ASNS et sensibilité à la L-asparaginase (voir le 
texte). (Scherf et al., 2000) 

E) Mesure du nombre de copie d’ADN 
Des amplifications géniques sont un mécanisme fréquemment impliqué dans 

la cancérogenèse, par exemple l’amplification du gène de la cycline D1 ou de ErbB2 

dans le cancer du sein. A l’inverse certaines parties du génome sont fréquemment 
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délétées dans certains cancers car elles comportent des gènes suppresseurs de 

tumeur, par exemple la région 13q14 autour du gène Rb dont une copie est 

classiquement délétée dans le rétinoblastome. L’équipe de Pat Brown a proposé 

l’utilisation des cDNA microarrays pour mesurer des variations du nombre de copie 

d’un grand nombre de gène (pollack 1999). En hybridant concomitamment de l’ADN 

d’un tissu normal (par exemple les cellules mononuclées du sang) et de l’ADN d’un 

échantillon tumoral, marqués par deux fluorophores différents (Cy3 et Cy5 

respectivement), une amplification génique dans l’échantillon tumoral apparaîtra 

rouge (Cy5), une délétion verte (Cy3) et un nombre de copies d’ADN normal jaune 

(Cy3 + Cy5). Cette technique est un équivalent de la CGH (comparative genomic 

hybridization) mais la résolution est bien meilleure. 

F) Détermination des gènes et de leur fonction 
Le séquençage du génome humain a été une contribution majeure à la 

biologie, mais ne s’est pas traduit d’emblée par la connaissance de l’ensemble des 

gènes qui gouvernent la biologie de l’être humain. En effet, la liste des gènes publiée 

par chacune des deux équipes qui a séquencé indépendamment le génome humain 

n’est pas complète (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Une lettre publiée 

récemment dans la revue Cell démontre que les 29 000 gènes proposés par le 

consortium Ensembl et les quelques 39 000 gènes proposés par Celera ne se 

recoupent que pour 15 000 gènes, ce qui laisse plus de 25 000 gènes décrits par 

une seule équipe à la fois (Hogenesch et al., 2001). Ceci est d’ailleurs à rapprocher 

du chiffre initialement avancé, de 35 000 à 140 000 gènes pour le génome humain 

(Ewing et Green, 2000; Dunham et al., 1999; Liang et al., 2000). Pour identifier plus 

précisément l’ensemble des gènes d’un organisme, il a été proposé d’établir une liste 

de gènes potentiels à l’aide d’algorithmes informatiques moins restrictifs, et de 

vérifier au sein de ces gènes potentiels quels gènes sont effectivement exprimés. 

Cette méthode a été appliquée avec succès dans le ver Caenorhabditis elegans 

(Reboul et al., 2001). Pour l’homme, Schoemaker et al. de la société Rosetta ont 

franchi une première étape dans ce sens (Shoemaker et al., 2001). Constatant que 

l’établissement d’un catalogue précis et exhaustif des ARN messagers ne peut-être 

obtenu par annotation informatique seule mais nécessite une validation 

expérimentale à l’échelle du génome, les auteurs ont analysé par puce 

oligonucléotide l’expression des 8183 exons du chromosome 22 qui avaient été 
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décrits par le consortium Ensembl en 1999 (Dunham et al., 1999) dans 69 tissus 

normaux ou cancéreux. Les exons qui sont contigus sur le génome et qui sont co-

régulés c’est à dire exprimés en même temps dans les mêmes tissus font selon toute 

évidence partie du même gène. Cette technique permet de vérifier les gènes connus, 

dans certains cas invalide certains exons car ils ne sont pas exprimés de manière 

coordonnée avec les autres exons du gène, dans d’autre cas fusionne deux gènes 

en un seul. Cette technique permet également de vérifier l’expression de gènes qui 

n’avaient pour le moment jamais été identifiés que sur support informatique comme 

le gène AF324466 cité en exemple et qui comporte six exons co-exprimés 

uniquement dans le tissu testiculaire. Enfin les auteurs utilisent la puce à 

oligonucléotide pour analyser la structure exacte d’un gène en identifiant très 

précisément la partie de l’ADN génomique qui est exprimé : visualisation au 

nucléotide près de chaque exon. L’extension de cette technique à l’ensemble des 

exons déjà décrits et aux exons probables fournis par des algorithmes de prédiction 

de gène comme Genescan nous apporteront le catalogue de tous nos gènes, et 

donc la puce « Génome ». Une approche similaire a été utilisée pour étudier 

l’expression de l’ARN chez Escherichia coli grâce à une puce à ADN qui couvre le 

génome entier de la bactérie avec une résolution de 6 paires de bases dans les 

régions intergéniques et 60 paires de bases pour les 4290 ORFs (Selinger et al., 

2000). Là aussi les auteurs soulignent que la technique devra permettre d’identifier 

les splicing alternatifs et les régions de transcription qui ont été ratées par les 

algorithmes de prédiction d’ORF. 

Les puces à ADN nous permettrons également d’appréhender la fonction de 

ces milliers de nouveaux gènes que nous apporte le séquençage du génome 

humain. Dans l’approche « Compendium » proposée par Hughes et al. (Hughes et 

al., 2000), la comparaison des profils d’expression de gènes de différents 

échantillons qui ont soit un gène invalidé ou qui ont été traités par différents 

médicament peut permettre de comprendre la fonction d’un gène (voir p 116). Les 

auteurs identifient ainsi dans la levure la fonction de l’ORF YER044c, jusque là non 

caractérisé. En effet, le profil d’expression de la souche de levure mutante pour 

YER044c se co-localise avec les profils d’autres souches déficientes pour des gènes 

intervenant dans la synthèse des ergostérols. Les auteurs démontrent ensuite par 

des analyses biochimiques conventionnelles qu’effectivement YER044c, renommé 

ERG28, joue un rôle dans la biosynthèse des ergostérols. 
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VI. Techniques d’analyse des données 

Les puces à ADN fournissent d’abondantes quantités de données, et ce 

déluge d’information est un défi d’un nouvel ordre pour le biologiste. Seule 

l’informatique permet d’envisager l’analyse des tables de données ainsi générées. 

Des outils informatiques ont été développés, en particulier pour l’analyse d’étude 

d’expression, et nous en donnerons une brève description ci-dessous. 

 

A) Hierarchical clustering 
Les données fournies par les cDNA arrays constituent un tableau où les 

colonnes représentent les échantillons et des lignes représentent les gènes. Le 

clustering permet d’identifier des groupes d’échantillons et des groupes de gènes qui 

ont un profil d’expression semblable. Il existe plusieurs manières d’exprimer 

mathématiquement la similarité. Dans leur travail fondateur de l’application du 

clustering aux puces à ADN, Eisen et al. ont suggéré que le coefficient de corrélation 

(les auteurs proposent une formule proche du coefficient de corrélation de Pearson) 

était bien adapté à la biologie parce que cette mesure rapproche deux séries de 

valeurs si elles ont une « forme » similaire et ne prend pas en compte l’intensité du 

signal (Eisen et al., 1998). Le clustering groupe entre eux les gènes qui ont le profil 

d’expression le plus proche parmi différents échantillons, et groupe entre eux les 

échantillons qui ont le profil d’expression le plus proche parmi différents gènes. Mais 

le classement des gènes n’en rend moins difficile la lecture de ces listes de plusieurs 

milliers de gènes. Eisen et al. ont donc développé un logiciel, Treeview, permettant 

de visualiser ces résultats sous la forme d’une matrice colorée. Chaque point est 

représenté par une couleur qui est fonction du niveau d’expression : une valeur égale 

à la médiane des valeurs d’un gène est représentée en noir, une valeur supérieure à 

la médiane est représentée en rouge, et en vert si la valeur est inférieure à la 

médiane. La saturation de la couleur est proportionnelle à l’intensité de l’expression. 

De plus, la similarité entre deux gènes ou échantillons est représentée par un arbre 

dont la longueur de chaque branche est proportionnelle à la distance entre deux 

points, à la manière des arbres de comparaisons de séquences d’ADN. Ce type de 

représentation est appelé hierarchical clustering. Pour illustrer leur technique, les 

auteurs ont utilisé les données d’expression de gène dans des fibroblastes stimulés 

par du sérum de veau fœtal (SVF), mesurés à différents temps après stimulation 
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(Eisen et al., 1998). Comme il s’agit de plusieurs mesures d’un même échantillon au 

cours du temps, seuls les gènes ont été classés par clustering, l’ordre des 

échantillons dans la représentation graphique 

est resté l’ordre chronologique. La Figure 24 

montre la présence de blocs (« cluster » en 

anglais) homogènes de couleur, qui 

correspondent à des groupes de gènes au 

profil d’expression similaire. Par exemple le 

cluster E est un ensemble de gènes dont 

l’expression est induite par le SVF, le cluster 

B est un groupe de gènes induits par le SVF 

mais très tardivement, tandis que le cluster A 

est un groupe de gènes dont l’expression est 

réprimée par le SVF. Les exemples 

d’application de cette technique sont 

nombreux et on peut citer la classification 

d’expression de gènes de lymphomes à 

grandes cellules (Alizadeh et al., 2000), 

l’analyse de la fonction de gènes dans la 

levure Saccharomyces cerevisiae par 

l’approche compendium (cf. p 116) (Hughes 

et al., 2000), ou encore la comparaison de 60 

lignées de différents tissus (cf. p 113) (Ross 

et al., 2000).  

B) SOM 
Le hierarchical clustering souffre 

cependant de plusieurs défauts. L’arbre 

phylogénique qui relie les branches une à une 

est bien adapté lorsqu’il existe une véritable 

hiérarchie entre les différents points analysés 

tels que l’évolution des espèces, mais ne peut 

pas refléter la relation complexe de 

ressemblance et de dissemblance entre 

Figure 24 : Hierarchical clustering visualisé 
par Treeview sur des données issues d’une 
expérience de stimulation de fibroblastes humains 
par du SVF. Les échantillons ont été prélevés aux 
temps 0, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 8h, 12h, 
16h, 20h et 24h. Ces résultats ont été obtenus par 
des puces à ADN permettant d’évaluer environ 
8600 gènes différents. [Eisen, 1998 #2080]  
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profils d’expression de gènes 

(Tamayo et al., 1999). Ce 

problème est exacerbé lorsque 

le nombre des échantillons et 

de gènes augmente. De plus il 

a été rapporté par les 

mathématiciens que le 

hierarchical clustering manque 

de robustesse. 

Plusieurs équipes ont 

proposé les SOM (self-

organizing maps) comme 

alternative (Tamayo et al., 

1999; Toronen et al., 1999). 

Cette technique est 

intéressante au stade 

exploratoire de l’analyse des 

données d’expression de 

gènes, et offre l’avantage de 

n’imposer à l’avance qu’un 

cadre peu rigide, à l’inverse du 

hierarchical clustering qui 

impose une structure 

hiérarchique très rigide, tout 

en conservant une 

visualisation aisée des 

données. Les SOMs sont 

construites en définissant au 

départ une grille de 

« nœuds », par exemple 6 × 5 

dans l’exemple cité ci-contre, dans un espace à k dimensions, où k est le nombre de 

gènes analysés. Suivent alors des étapes de déplacement des nœuds dans l’espace 

vers les groupes de gènes les plus proches, selon un processus répétitif comportant 

habituellement entre 20 000 et 50 000 itérations. Le résultat final est une grille où 

b 

a 

Figure 25 : a. Analyse du cycle cellulaire de la 
levure Saccharomyces cerevisiae en classant par SOM

6 × 5 l’expression de 828 gènes. b. Détail du cluster 29 
qui contient 79 gènes ayant un pic d’expression 
maximal à la fin de G1. [Tamayo, 1999 #2465] 
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chaque case contient des gènes au profil d’expression similaire et où les cases 

adjacentes ont des profils apparentés (Tamayo et al., 1999). 

L’analyse du cycle cellulaire illustrée ici est séduisante, mais le reproche qui 

est fait à la technique est d’imposer à chaque gène d’être obligatoirement attribué à 

une case, et d’imposer une grille de départ arbitraire qui va conditionner le résultat 

final de l’analyse. Très peu d’articles utilisant cette méthode d’analyse ont finalement 

été publiés, bien qu’elle reste fréquemment citée en référence dans le domaine de 

l’analyse de l’expression de gènes.  

 

C) Analyse en composante principale 
 Lorsqu’une série d’échantillons n’a que deux caractères 

différents x et y, il est facile de représenter ces données 

sur un graphique plan où chaque échantillon est représenté 

par un point de coordonnées xi et yi. L’examen de l’allure 

du nuage permet d’étudier les distances entre les 

échantillons : absence de liaison (A), groupes homogènes 

(B) (voir figure ci-contre). Si le nombre n de caractères est 

supérieur à 2, chaque échantillon est un point dans un 

espace à n dimensions et la projection des échantillons sur 

un plan à deux dimensions ne donne qu’une information 

partielle sur les liens qui existent entre les échantillons. 

L’analyse en composante principale (ACP) consiste à 

changer d’axes de coordonnées de façon à ce que les 

premières coordonnées intègrent le maximum d’information 

sur les distances entres échantillons. Par exemple, nous 

avons représenté 2762 gènes, mesurés dans 17 échantillons (12 échantillons de MM 

et 5 échantillons de plasmocytes générés in vitro), dans un plan à deux dimensions, 

dont le premiers axe décrit 17,4% de la distance entre échantillons et le deuxième 

15,7% : voir Figure 26 : Analyse en composant principale. L’on observe que l’analyse 

par ACP présente à gauche et en bas des gènes “myélomateux”, et à droite en haut 

des gènes typiquement surexprimés dans des plasmocytes générés in vitro. Au 

centre sont situés des gènes dont la valeur est proche de zéro sur les deux 

nouveaux axes.   
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L’application de cette technique aux puces à ADN a été illustrée de manière 

très didactique par Raychaudhuri et al. (Raychaudhuri et al., 2000) en analysant des 

données publiquement accessibles via le net analysant la sporulation de la levure 

Saccharomyces cerevisiae (Chu et al., 1998). 

 

Figure 26 : Analyse en composant principale 

Analyse en composante principale de l’expression de 2762 gènes dans 17 échantillons 
différents (12 MM et 5 PPC). Les valeurs de 7071 gènes ont été transformées en log base 2 et 
centrées sur la médiane, puis sélectionnées sur le critère d’une déviation standard supérieure à 
0,8 avec le logiciel Cluster. L’analyse en composante principale a été effectuée avec le logiciel 
JExpress (http://www.ii.uib.no/~bjarted/jexpress/ ). 
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D) Autres techniques 
Citons l’approche de « découvertes de classe » et de « prédiction de classe » 

développée par Golub et al. pour diviser un groupe d’échantillon en sous-groupes 

statistiquement différents et ensuite d’attribuer tout nouvel échantillon à l’un de ces 

groupes (Golub et al., 1999). Cette technique a été appliquée avec succès aux 

leucémies aiguës et a permis de redécouvrir la dichotomie entre leucémies aiguës 

myéloblastiques et lymphoblastiques.  

On peut également utiliser des ANNs (artificial neural networks) pour la 

classification de résultats de puces à ADN. Les ANNs sont des algorithmes 

informatiques basés sur la structure et le comportement du cerveau humain et sont 

capables de reconnaître et de catégoriser des données complexes. Ils procèdent en 

minimalisant les erreurs grâce à une aptitude à l’apprentissage. Les ANNs ont été 

appliqués à l’analyse des arythmies sur un tracé d’électrocardiogramme, dans 

l’interprétation des IRM, et viennent d’être appliqués au domaine des puces à ADN 

dans la classification de tumeurs pédiatriques (Khan et al., 2001). 

E) Test statistiques conventionnels 
Cependant, ces trois types d’analyse, hierarchical clustering, SOM et PCA ont 

le défaut de ne pas introduire de signification statistique dans la visualisation des 

résultats. Tous les gènes seront inclus dans l’analyse finale, et aucune limite ne sera 

tracée entre des gènes d’expression significativement différente entre deux groupes 

d’échantillons et des gènes dont l’expression ne varie pas significativement. Il a été 

proposé une technique de clustering qui définit des cluster de gènes comportant un 

critère de qualité, mais l’application pratique de cette technique manque encore 

(Heyer et al., 1999). 

Il s’avère qu’un moyen très simple de définir des groupes de gènes avec des 

critères de signification statistique est l’utilisation des outils statistiques 

« classiques » pour la plupart développé il y une cinquantaine d’années : 

comparaison de moyenne par test de Student, tests non paramétrique comme le test 

de Mann-Whitney. Ces tests ont étés utilisés par l’équipe de Trent, par exemple dans 

leur étude des mutations de BRCA1 et BRCA2 dans le cancer du sein (Hedenfalk et 

al., 2001). Nous les avons utilisé pour les comparaisons entre transcriptomes de 

plasmocytes normaux et tumoraux (voir articles 8 et 9, p 240 et p 240). Ces tests 
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statistiques n’apportent pas de visualisation particulière des résultats, mais il est 

possible d’utiliser le logiciel Treeview développé par Eisen pour obtenir une 

représentation graphique des groupes de gènes statistiquement significatifs (voir 

article 9, p 240). 

F) Autres analyses : vers les réseaux génétiques et 
protéiques 

Les techniques mentionnées ci-dessus se sont focalisées sur l’identification de 

gènes dont l’expression est co-régulée dans un tissu ou d’un cancer. Mais d’autres 

analyses sont possibles, permettant de mieux caractériser la fonction des promoteurs 

des gènes et des protéines:  

- identification de séquences communes en amont des gènes dont 

l’expression est co-régulée ; l’analyse du promoteur de groupes de gènes 

exprimés dans les mêmes échantillons peut permettre d’identifier des 

séquences régulatrices sur l’ADN qui expliquent les profils d’expression 

observés, et permet ensuite de prédire à partir de la séquence d’un promoteur 

d’un nouveau gène son expression dans les différents types cellulaires (Chu 

et al., 1998). 

- identification de la fonction d’une protéine. Des gènes qui participent à 

un même processus biologique doivent avoir une expression coordonnée. 

C’est pourquoi il a été proposé d’attribuer à une protéine dont la fonction est 

encore inconnue un rôle dans un processus biologique si elle partage un profil 

d’expression avec un groupe de protéines à la fonction déjà connue. C’est le 

principe de « guilt-by-association » (Chu et al., 1998 ; Lockhart et Winzeler, 

2000). 

- analyse des réseaux protéiques : la compilation de l’analyse des 

différents génomes déjà connus (pour la plupart des bactéries), des données 

d’expression acquise par puces à ADN, en association avec les données de la 

littérature scientifique, permet, grâce à de puissant algorithmes informatiques 

d’envisager la prédiction du rôle et des partenaires de l’ensemble des 

protéines, ce qui permet de dessiner le réseau fonctionnel des protéines de la 

cellule. Le lecteur pourra lire avec intérêt la revue consacrée à ce thème par 

Eisenberg et collègues (Eisenberg et al., 2000). 
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Le croisement de ces différentes bases de données pourra permettre 

d’esquisser le réseau d’interaction et de régulation que tissent les gènes/protéines 

entre eux dans la cellule. Le but ultime de cette connaissance de la cellule à l’échelle 

du génome, du transcriptome et du protéome sera la modélisation informatique de la 

biologie de la cellule. 

G) Les filtres : s’affranchir du bruit de fond 
Dans ce chapitre consacré aux techniques d’analyse des données 

d’expression des gènes, il est également important de rappeler qu’un filtre préalable 

des données obtenues est nécessaire. Il est important en effet de ne pas prendre en 

compte dans l’analyse des gènes dont le niveau d’expression est situé dans le bruit 

de fond, sous peine de diluer les gènes intéressants dans la masse des gènes qui ne 

varient guère et surtout sous peine d’inclure dans les gènes significatifs des gènes 

dont les variations tiennent du bruit de fond mais dont le profil ressemble à celui de 

certains groupes de gènes avec une signification biologique. C’est pourquoi un filtre 

est généralement utilisé, qui élimine les gènes dont l’expression dans une majorité 

d’échantillons a une valeur trop proche du bruit de fond ou bien élimine les gènes qui 

varient insuffisamment entre les différents échantillons (voir par exemple (Ross et al., 

2000)). 

Les puces à oligonucléotides interrogent l’expression d’un gène par 40 

oligonucléotides différents. La différence entre l’intensité d’hybridation du perfect 

match et celle du mismatch permet déjà d’éliminer les gènes où un signal non 

spécifique prédomine (mismatch > perfect match). Mais cette information complexe 

peut-être exploitée encore plus finement ainsi que l’illustre une publication récente en 

particulier pour éliminer les valeurs artéfactuelles ou les valeurs trop près du bruit de 

fond (Li et Wong, 2001).  

H) Mise en commun des données: bases de données 
publiques 

Les bases de données informatiques des séquences d’ADN séquencées par 

l’ensemble de la communauté scientifique, consultables publiquement, ont été un 

succès dans la coopération internationale et un facteur d’accélération incontestable 

de la recherche scientifique. Mais une telle mise en commun des données des puces 

à ADN reste actuellement lettre morte. Un gros écueil pour la mise en commun des 

données produites dans chaque labo est l’hétérogénéité des techniques de cDNA 
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arrays et l’absence de moyen unique de normalisation des données. Des projets de 

base de données ouvertes à tous existent, mais elles ne sont pas utilisées pour le 

moment en pratique dans les publications: 

- la base de donnée du NCBI, GEO : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ 

- la base de donnée du EBI (European Bioinformatics Institute), The 

ArrayExpress Database : http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ 

VII. Conclusion  

Il y a deux ans, les puces à ADN étaient une technique nouvelle à propos de 

la quelle on pouvait dire qu’il y avait plus de revues de la littérature que de 

publications originales (Lander, 1999). Ce n’est clairement plus le cas aujourd’hui, et 

le flot et la qualité des publications qui utilisent cette technique nous en démontrent 

la puissance. Nous n’en sommes pourtant qu’au début de l’exploitation des puces à 

ADN. Nous avons décrit leurs applications potentielles dans l’expression des gènes 

dans les tissus et les cellules néoplasiques, dans l’exploration des promoteurs, de 

leur place dans l’analyse bioinformatique des réseaux cellulaires, dans la description 

de nouveaux facteurs pronostiques et la découverte du mode d’action des 

médicaments, etc. D’autres applications sont prévisibles dans la routine médicale: 

l’analyse du profil d’expression de l’ARN dans différentes population leucocytaires 

circulantes, ou dans un tissu pathologique, devrait permettre d’associer une 

signature d’expression avec une infection à un germe donné, ou par exemple dans le 

cas d’une polyarthrite rhumatoïde d’établir le diagnostic et les facteurs pronostiques 

avec plus de certitude qu’une analyse classique ne faisant intervenir qu’une ou deux 

dizaines de marqueurs biologiques. Ces exemples ne sont pas limitatifs et illustrent 

les utilisations potentielles des puces à ADN en médecine, où tout reste à faire. 

En revanche d’un point de vue technique, la révolution des puces à ADN a eu 

lieu dans les années 90. Cette technique est maintenant un acquis qu’il ne reste plus 

qu’à perfectionner. Les progrès attendus à moyen terme sont cependant importants : 

- la couverture de l’ensemble des gènes du génome humain, ainsi que des 

autres grands génomes d’intérêt scientifique ou économique : les gènes de la levure 

Saccharomyces cerevisiae sont bien connus et cette connaissance est 

abondamment exploitée par la technique des puces à ADN, les gènes du ver 

Caenorhabditis elegans et de la drosophile sont connus en grande partie mais la liste 



 130

exacte des gènes reste débattue (Reboul et al., 2001), les gènes de l’homme restent 

en partie inconnus. La séquence du génome humain va permettre de concevoir une 

« puce génome » qui couvrira l’intégralité des gènes du génome humain, à l’image 

des puces dont disposent les chercheurs travaillant sur la levure. Toutefois, ainsi que 

nous l’avons signalé plus haut, la déduction de l’ensemble des gènes à partir de la 

séquence génomique se révèle plus ardue que ce qui avait été anticipé initialement 

et ces difficultés retardent la genèse de cette puce mythique. Dans un avenir plus ou 

moins proche nous disposerons du génome et donc de la liste complète des gènes 

du riz, de la souris, du rat, de la vache, du poulet, du cochon, du chimpanzé, du 

zebrafish, du fugu, etc. (Pennisi, 2001). Cette collection de génomes sera alors un 

outil très précieux pour la communauté scientifique. 

- une augmentation de la sensibilité et de la sensibilité de la technique. La 

puce oligonucléotide par technique à jet d’encre apparaît dans ce domaine comme 

une avancée majeure (Hughes et al., 2001). Mais un autre progrès pourra venir du 

perfectionnement de l’amplification de la cible, comme récemment décrit par Wang et 

al., où les auteurs démontrent que l’on peut amplifier d’un facteur 10 000 à 100 000 

l’ARNc fluorescent qui sert à hybrider les puces, sans perte de signal significative 

(Wang et al., 2000). De tels protocoles permettront d’appliquer la technique des 

puces à ADN à des cellules rares telles que certaines cellules souches ou certains 

neurones (Serafini, 1999). 

- la démocratisation du prix des puces à ADN par une production industrielle à 

grande échelle, ce qui sera une évolution logique dés lors que cette technique 

investira la pratique médicale de routine. 

 



 131

 

 

RR EE SS UU LL TT AA TT SS   EE TT   

DD II SS CC UU SS SS II OO NN   
 



 132

Nous venons de voir dans l’introduction que le MM est un cancer qui reste 

sans perspective de guérison pour le patient, malgré l’utilisation de chimiothérapies 

intensives utilisées à la dose maximale tolérable pour un corps humain. La 

chimiothérapie est un traitement du cancer non spécifique et l’essentiel des 

possibilités thérapeutiques qu’elle offre semble être atteint dans le MM. 

L’identification des mécanismes qui gouvernent la survie et la prolifération des 

cellules plasmocytaires malignes, et qui provoquent la transformation d’un 

plasmocyte normal en plasmocyte malin devrait permettre d’identifier de nouvelles 

cibles thérapeutiques. De tels traitements, en conjonction avec la chimiothérapie, 

pourront sans doute dans le futur prolonger la survie sans rechute des patients, et 

peut-être permettre la guérison du MM. 

Le travail de ma thèse a consisté à approfondir la connaissance de la biologie 

du myélome dans la perspective d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 

potentielles. Les domaines de recherche ont été le signal de transduction induit par 

la gp130, les molécules de la famille Bcl-2 impliquées dans la survie de la cellule 

plasmocytaire, l’analyse des cytokines et des récepteurs de cytokine par membranes 

à ADNc et finalement l’utilisation des puces à ADN pour comparer le transcriptome 

de plasmocytes normaux et tumoraux. 

1. L’IL-6 et la transduction du signal de la 
gp130 dans le MM : articles 2, 3 et 4 

I. Anticorps anti-gp130 agonistes comme outil pour étudier le 
signal délivré par les membres de la famille de l’IL-6 aux cellules 
plasmocytaires malignes  

Comme nous l’avons détaillé dans l’introduction (cf. p 51), l’IL-6 joue un rôle 

essentiel dans le myélome. Il est ainsi possible d’obtenir de manière reproductible 

des lignées de MM dont la survie et la prolifération sont dépendantes d’addition d’IL-

6 exogène chez des malades en phase terminale. Pour les malades en phase 

chronique, d’autres facteurs produits par des cellules stromales sont nécessaires 

pour induire la croissance des cellules tumorales, en synergie avec l’IL-6. Certaines 

études ont suggéré que les cellules stromales apportent la première chaîne du 

récepteur soluble de l’IL-6 et permettaient ainsi de stimuler une croissance optimale 

des cellules myélomateuses en présence d’IL-6 (Van Riet et al., 1997). Par ailleurs, 
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d’autres cytokines de la famille de l’IL-6, utilisant également la chaîne gp130 comme 

chaîne de transduction, pourraient être impliquées dans la biologie du myélome 

(Zhang et al., 1994b). Pour mieux appréhender les signaux de survie et de 

prolifération de la cellule myélomateuse utilisant la chaîne gp130, nous avons 

développé des anticorps monoclonaux, dirigés contre la chaîne transductrice de l’IL-6 

et qui permettent d’induire la dimérisation de la gp130 indépendamment du ligand. 

Nous avons montré que: 

- La majorité des anticorps anti-gp130 bloquent la signalisation des cytokines 

de la famille de l’IL-6, mais certains anticorps anti-gp130, s’ils sont utilisés en couple, 

peuvent se comporter paradoxalement en agonistes. Chacun des anticorps d’un 

couple agoniste cible des épitopes différents. Un seul anticorps parmi 56 anticorps 

monoclonaux anti-gp130 testés s’est montré capable d’activer seul la signalisation de 

la gp-130 : B-S12. Après analyse, cet anticorps s’est révélé être un mélange de deux 

anticorps anti-gp130 différents (Article 1). 

- Ces couples d’anticorps agonistes sont capables d’induire un signal de 

transduction identique à celui que génère l’IL-6, avec une cinétique discrètement 

retardée. On observe une phosphorylation des principales cibles des JAKs : STAT1, 

STAT3 et MAPK (Article 2). De fait, les anti-gp130 agonistes peuvent induire la 

prolifération et la survie à long terme de lignées de myélome dépendantes pour leur 

survie d’IL-6 exogène. 

- Au même titre que l’IL-6, les anti-gp130 agonistes sont capables de stimuler 

la culture in vitro à long terme de cellules plasmocytaires primaires de leucémies à 

plasmocytes ou d’ascite myélomateuse. Ces anticorps ne sont cependant pas 

capables de stimuler la croissance au long terme de cellules primaires de MM 

lorsque le patient est à un stade médullaire (Article 2). 

- Les anti-gp130 agonistes peuvent donc remplacer l’IL-6 in vitro mais 

également in vivo dans un modèle de croissance de cellules de myélome dans la 

souris SCID (Article 1). 

II. La voie de transduction activée par la gp130 

Compte tenu de la place de l’IL-6 dans la physiopathologie du MM, nous nous 

sommes intéressés au signal de transduction de la gp130. Une des principales 

conséquences de l'homodimérisation de la gp130 induite par l'IL-6 est la 
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phosphorylation sur résidu tyrosine de nombreuses protéines cellulaires. STAT3 est 

la principale protéine STAT phosphorylée après activation par l'IL-6 et joue un rôle 

essentiel dans le signal de survie délivré par la gp130 (cf. p 39 et p 91). Cette 

phosphorylation a été étudiée dans la lignée XG-2 par WB en utilisant un anticorps 

reconnaissant spécifiquement la forme phosphorylée sur tyrosine de STAT3 (tyrosine 

705 chez la souris et son équivalent chez l'homme) (Articles 2, 3 et 4). En l'absence 

d'IL-6 STAT3 n'est pas phosphorylée sur tyrosine. Cette phosphorylation est induite 

par l'IL-6 et est maximale dès la première minute après addition de la cytokine. A 

partir de 60 minutes le signal diminue, ce qui témoigne d'un mécanisme de 

rétrocontrôle négatif. Les anticorps anti-gp130 agonistes déclenchent une cascade 

de signalisation similaire. 

 Des arguments expérimentaux montrent l'importance de la voie des MAPK 

dans le signal de prolifération délivré par l’activation de la gp130 et pour la survie 

cellulaire des cellules myélomateuses (cf. p 42). La voie des MAPK est une cascade 

d'activation successive de kinases parmi lesquelles ERK 1 et 2. La phosphorylation 

de ERK2 a également été analysée par WB en utilisant un anticorps reconnaissant 

spécifiquement la forme phosphorylée de ERK1 et 2, forme catalytiquement active 

(tyrosine 204). En l'absence d'IL-6, les MAPK sont faiblement phosphorylées. Cette 

phosphorylation est fortement induite par l'IL-6 et est maximale à la 10ème minute 

après l'addition de la cytokine (Articles 3 et 4). Au bout de 60 minutes le signal 

diminue, ce qui témoigne également d'un rétrocontrôle négatif. 

 

III. Le blocage par la tyrphostin AG490 de la voie de 
transduction de la gp130 

Puisque les JAKs jouent un rôle primordial dans le signal médié par la gp130, 

nous avons testé les effets d’un l'inhibiteur de JAK2, la tyrphostin AG490, sur des 

lignées de MM dépendantes d'IL-6 pour leur croissance. Les tyrphostins 

appartiennent à une nouvelle catégorie de composés chimiques avec des propriétés 

structurales et fonctionnelles communes. Ce sont des inhibiteurs de tyrosines 

kinases. Certains de ces composés, dont la tyrphostin AG490, ont montré des 

propriétés anti-tumorales in vitro et in vivo (Meydan et al., 1996). 

Nous avons montré que l’AG490 bloque effectivement l’activité kinase de 

JAK2, et en aval bloque la phosphorylation de STAT3 et diminue celle des MAPK. En 



 135

accord avec le rôle essentiel de la gp130 dans la biologie du myélome et celui de 

STAT3 dans la survie des cellules plasmocytaires malignes, nous observons une 

inhibition de l’incorporation de thymidine tritiée dans les cellules de lignées de 

myélome après addition de la tyrphostin AG490. Ce blocage de la croissance des 

cellules myélomateuses s’accompagne d’une importante apoptose. 

IV. Discussion 

Les anticorps anti-gp130 se sont révélés être des outils précieux à plusieurs 

titres. Un modèle expérimental de myélome dans la souris SCID a pu être développé 

grâce à ces anticorps (Article 2 et (Rebouissou et al., 1998)). Le myélome étant un 

cancer dépendant d’IL-6, il paraissait essentiel de fournir un signal « IL-6 » aux 

cellules de MM administrées à la souris. L’IL-6 murine est sans effet sur le récepteur 

de l’IL-6 humain, alors qu’à l’inverse l’IL-6 humaine stimule le récepteur murin. Il est 

donc difficile d’administrer de l’IL-6 humaine aux souris en raison de la forte toxicité 

systémique de l’IL-6 et de la faible durée de vie plasmatique (10 minutes) de l’IL-6 in 

vivo. Les anticorps anti-gp130 ne reconnaissant pas la gp130 murine, ils ne 

présentent pas d’effet secondaire. Ils ont de plus une longue demi-vie dans la souris 

SCID, supérieure à 4 jours, ce qui facilite la mise en application de ce modèle. Ce 

modèle murin de MM présente des applications dans l’évaluation de nouvelles 

thérapeutiques comme l’immunothérapie ou de nouveaux médicaments. 

Les anticorps anti-gp130 ont permis de répondre à une question importante: la 

difficulté d’établir des cultures de cellules myélomateuses à long terme in vitro est-

elle la conséquence d’un signal gp130 insuffisant en raison d’une déficience en IL-6R 

ou d’une absence d’autres signaux normalement apportés par les cellules du 

microenvironnement médullaire? Nos travaux ont montré que ni l’IL-6, ni les 

anticorps anti-gp130 agonistes ne permettent la survie à long terme de cellules 

plasmocytaires primaires de myélome à un stade médullaire de la maladie. Il existe 

donc d’autres signaux émis par le microenvironnement médullaire qui coopèrent 

avec l’IL-6 pour stimuler in vivo la croissance des cellules myélomateuses. La 

recherche des ces signaux a été le sujet des chapitres 4 et 5 (cf. p 147 et p 181). 

 

 Etant donné qu’il a été rapporté tyrphostin AG490 peut-être administrée à des 

souris sans toxicité importante (Meydan et al., 1996), nos données suggèrent que le 
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blocage de la signalisation intracellulaire de l’IL-6 par une molécule chimique puisse 

être une stratégie de traitement du MM. 



 137

 

Dimerization and activation of the common 

transducing chain (gp130) of the cytokines of the 

IL-6 family by mAb 
 

Autissier, P, De Vos, J, Liautard, J, Tupitsyn, N, Jacquet, C, 

Chavdia, N, Klein, B, Brochier, J et Gaillard, J P. 

 

 

 

(Article 2) 
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Agonist anti-gp130 transducer monoclonal 

antibodies are human myeloma cell survival and 

growth factors 
 

Gu ZJ, De Vos J, Rebouissou C, Jourdan M, Zhang XG, Rossi JF, 

Wijdenes J, Klein B. 

 

(Article 3) 
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JAK2 tyrosine kinase inhibitor tyrphostin 

AG490 down-regulates the MAPK and STAT 

pathways and induces apoptosis in myeloma 

cells 
 

 

De Vos J, Jourdan M, Tarte K, Jasmin C, Klein B.  

 

 

(Article 4) 
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2. Le cycle cellulaire dans le MM 
 

Bien que le MM soit une néoplasie peu proliférante, il est probable que comme 

dans la majorité des cancers, le cycle cellulaire soit dérégulé, ce qui contribue à 

l’accumulation progressive et incontrôlée de cellules tumorales. Une analyse par 

western blot des principales composantes du cycle cellulaire dans un panel de 

lignées de myélome, a permis de montrer deux principales altérations :  

- une expression dans certaines lignées de la cycline D1, cycline 

normalement absente des tissus hématopoïétiques,  

- une perte de l’expression protéique du gène suppresseur de tumeur 

p16 dans une majorité de lignées de myélome. Nous constatons que sur 13 lignées 

de MM analysées, les deux seules lignées qui conservent une expression de p16 ont 

une altération manifeste de l’expression du gène suppresseur de tumeur Rb. Dans la 

lignée XG-4 aucune expression de Rb n’est détectée, en faveur d’une délétion bi-

allélique du locus Rb. En revanche dans la lignée XG-7 seule la bande 

hypophosphorylée apparaît, ce qui contraste avec l’état de haute prolifération de 

cette lignée de myélome. Cela correspond très certainement à une mutation 

inactivatrice de Rb qui a été décrite comme donnant ce profil caractéristique en 

western blot (Kaye et al., 1990). Au total il apparaît donc que l’inactivation du 

contrôle du point de passage G1-S exercé par voie Rb/p16 soit un élément très 

fréquent voire indispensable dans la genèse des lignées de myélome. Ces 

observations nous amènent, dans la thématique de l’équipe d’immortalisation des 

plasmocytes tumoraux primaires, à envisager la transduction de gènes tels que 

l’antigène T du SV40 qui est capable de bloquer la voie Rb/p16. 
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Figure 27 : Analyse par western blot de l’expression de Rb et de p16 sur un panel de 13 
lignées de myélome multiple en phase de culture exponentielle. La lignée SaOS2 sert de 
contrôle négatif pour l’expression de Rb et la lignée HeLa comme contrôle positif pour 
l’expression de p16. 
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Figure 28 :  Analyse par western blot de l’expression de la cycline D1 sur un panel de 13 
lignées de myélome multiple en phase de culture exponentielle. La lignée de MM U266 présente 
un réarrangement connu conduisant à la surexpression de la cycline D1. 
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3.  Les molécules de la famille Bcl-2 dans le 
MM :    article 5 

 

Résultats et discussion 

 

Le MM est un cancer avec une faible prolifération tumorale, et l’accumulation 

de cellules tumorales s’explique en grande partie par une survie importante, in vivo, 

des plasmocytes tumoraux. Cette survie prolongée suggère une altération des 

mécanismes d’apoptose dans le plasmocyte tumoral. L’apoptose est la mort 

cellulaire par activation d’un programme de destruction systématique des différents 

composants de la cellule (voir Figure 29 : Apoptose). 
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Figure 29 : Apoptose 

L’apoptose peut-être déclenchée par la voie extrinsèque (par exemple 

agrégation du récepteur Fas) ou par la voie intrinsèque (par exemple absence d’une 
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cytokine essentielle). Les deux voies aboutissent à l’activation de caspases 

initiatrices puis de caspases effectrice. 

 

Les protéases de la famille des caspases jouent un rôle central dans le 

phénomène d’apoptose. On distingue les caspases initiatrices  qui sont les premières 

à être activées lors d’un signal pro-apoptotique, des caspases effectrices qui seront 

activées par clivage par les caspases initiatrices. 

Deux grandes voies d’activation de l’apoptose sont distinguées : 

- l’apoptose induite par les « death receptors » qui sont des membres de la 

superfamille du TNFR qui activent la caspase initiatrice 8 : c’est la voie extrinsèque. 

- l’apoptose induite par un stress cellulaire, par exemple l’irradiation des 

cellules de myélome (Chauhan et al., 1997) mais également de très nombreux autres 

agressions de la cellules (résumé dans (Brenner et Kroemer, 2000)), où la 

mitochondrie tient une place essentielle en libérant le cytochrome c et d’autres 

molécules pro-apoptotiques telles que des caspases, AIF ou Smac/DIABLO. Le 

cytochrome c va ensuite se complexer avec Apaf-1 et activer la caspase initiatrice 9: 

c’est la voie intrinsèque. 

En aval les caspases effectrices vont cliver diverses molécules du 

cytosquelette telles que la laminine, ou ICAD dont la destruction va libérer l’activité 

de l’enzyme CAD (caspase associated DNAse) qui sera responsable du clivage 

systématique de tout l’ADN cellulaire en petits fragments multiples de 180 pdb. 

L’activation des caspases est un processus par essence très dangereux pour la 

cellule et de nombreux mécanismes en assurent une régulation étroite, en particulier 

les protéines de la famille Bcl-2 ainsi que les IAPs et FLIP. Les protéines de la famille 

de Bcl-2 interviennent dans le contrôle de l’apoptose au niveau de la mitochondrie.  
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Figure 30 : Famille protéique Bcl-2 

On distingue les membres anti-apoptotiques et les membres pro-apoptotiques. 

Ces protéines possèdent des domaines BH (Bcl-2 homology) et transmembranaires 

(Mb) (d’après (Gross et al., 1999)). 

 

Cette famille comporte de nombreux membres, dont certains ont des 

propriétés anti-apoptotiques et d’autres des propriétés pro-apoptotiques (voir Figure 

30 : Famille protéique Bcl-2). Dans les cellules myélomateuses, l’expression de Bcl-2 

est connue depuis une dizaine d’année, en général en l’absence d’une translocation t 

(14 ;18) (Pettersson et al., 1992). Il a été observé plus récemment l’expression de 

Bcl-XL dans le MM, et il a été proposé que STAT3, qui est constitutivement activé par 

phosphorylation dans le MM, induisait directement l’expression de Bcl-XL en se liant 

au promoteur de celui-ci (Catlett-Falcone et al., 1999). Cependant le rôle des autres 

protéines anti- et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et leur régulation par différentes 

cytokines stimulant la survie des cellules myélomateuses n’avait pas été analysé de 

manière extensive auparavant. 

Nous avons analysé dans onze lignées de MM (XG-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 

13 et 14) l’expression de neuf protéines anti- et pro-apoptotiques de la famille de Bcl-

2 (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-XS, Mcl-1, Bfl-1/A1, Bid, Bax, Bak et Bad) ainsi que l’expression 

de Bag-1, qui n’est pas à proprement parler un membre de cette famille mais qui est 

une protéine anti-apoptotique qui se lie à Bcl-2 (Takayama et al., 1995). Ce travail 

montre une expression nette des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 et 
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Bag-1, ainsi que les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak. L’étude de la régulation 

de l’expression de ces protéines par les cytokines IL-6, IFN-α et IGF-1, trois facteurs 

de survie des cellules de lignées de myélome dont la survie est dépendante d’IL-6, 

montre une régulation importante de Mcl-1 par l’IL-6 et l’IFN-α. L’expression de Bcl-

XL, n’est induite de manière reproductible par aucune de ces trois cytokines. Il existe 

une augmentation faible mais reproductible de l’expression de Bcl-2 induite par l’IFN-

α dans certaines lignées. Il n’existe pas de régulation de ces dix protéines par 

l’IGF-1. 

Mcl-1 apparaît donc la protéine de la famille Bcl-2 dont la variation 

d’expression est le plus corrélée avec la survie de la cellule myélomateuse. Cette 

observation est confirmée par l’équipe de Régis Bataille (Puthier et al., 1999). En 

revanche nous n’avons pas retrouvé la modulation de Bcl-XL par l’IL-6 rapportée 

dans certaines lignées de MM, ni la baisse d’expression de Bcl-XL qui a été observée 

au cours de l’apoptose induite par le blocage de la voie JAK/STAT3 par la tyrphostin 

AG490 ou la surexpression d’une forme dominant négatif de STAT3 dans la lignée 

de MM U266 (Puthier et al., 1999) (Catlett-Falcone et al., 1999). Il reste à démontrer 

que l’expression de Mcl-1 est bien la cause de la survie de la cellule. Dans cette 

optique nous développons actuellement un vecteur rétroviral murin qui permettra la 

surexpression de Mcl-1 dans les lignées de MM et d’en observer les conséquences 

sur un possible blocage de l’apoptose. L’identification de Mcl-1 comme un acteur 

important dans la survie du plasmocyte tumoral serait un progrès important dans la 

compréhension de la biologie du MM. Notre équipe recherche actuellement à 

immortaliser des plasmocytes tumoraux in vitro, afin d’obtenir une source continue de 

cellules tumorales pures pour les approches d’immunothérapie. Mcl-1 pourrait être 

un candidat pour bloquer l’apoptose des cellules primaires de MM mises en culture in 

vitro. Par ailleurs si le rôle fonctionnel de Mcl-1 se confirme, cette molécule serait une 

cible potentielle d’un traitement anti-myélomateux, bien qu’une protéine intracellulaire 

et dépourvue d’activité enzymatique directe est une cible pharmacologique difficile. 
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Regulation of Bcl-2-family proteins in 

myeloma cells by three myeloma survival 

factors: interleukin-6, interferon-alpha and 

insulin-like growth factor 1 
 

Jourdan M, De Vos J, Mechti N, Klein B. 

 

(Article 5) 
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4. Molécules de communication intercellulaire 
dans le MM : articles 6 et 7 

 

Les cellules myélomateuses entretiennent des relations étroites avec leur 

microenvironnement médullaire, par l’intermédiaire d’un contact direct et de 

molécules solubles telles que l’IL-6. Nous avons vu précédemment que les cytokines 

de la famille de l’IL-6 sont indispensables à la survie et la prolifération des cellules 

myélomateuses médullaires, mais non suffisantes pour les malades en phase 

chronique. Afin de déterminer si d’autres systèmes cytokiniques interviennent dans la 

physiopathologie du MM, nous avons étudié dans des échantillons de cellules 

myélomateuses, au niveau de l’ARN messager, l’expression de 262 gènes codant 

pour des cytokines, des récepteurs de cytokines et d’autres molécules de 

communication intercellulaire avec l’aide de membranes d’ADNc (macroarray) Atlas. 

Nous avons comparé ces profils d’expression à ceux observés dans des lignées 

lymphoblastoïdes autologues. Il apparaît que certains gènes sont très nettement 

surexprimés dans les cellules de MM, comme ceux codant pour la cytokine HB-EGF 

(heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor), le récepteur de la 

thrombine, le récepteur oncogénique Tyro3, le récepteur FRZB ou encore Jagged2 , 

un ligand des récepteurs Notch. La surexpression de ces gènes a été confirmé par 

RT-PCR et/ou analyse protéique (western blot, cytométrie en flux) et confirmé pour 

certains gènes sur des cellules primaires de myélome ou des plasmocytes normaux.  

HB-EGF est un membre de la famille de l’EGF et active deux des quatre 

récepteurs de cette famille : ErbB1 and ErbB4. Les héparanes sulfates et la 

tétraspanine CD9 sont des co-récepteurs essentiels à l’activité de HB-EGF. HB-EGF 

est produit par de nombreux types cellulaires et a de multiples fonctions 

physiologiques dans les systèmes digestifs, rénaux, urinaires, musculaires, 

reproductifs, hépatiques et dans la cicatrisation. Il est aussi surexprimé dans un 

certain nombre de cancers (pancréas, prostate, ORL, foie, leucémie). L’utilisation 

d’un inhibiteur spécifique d’HB-EGF (toxine diphtérique mutée) nous a permis de 

démontrer l’existence d’une boucle autocrine HB-EGF/CD9/Erb1 dans les lignées 

XG-1 et XG-14, qui surexpriment fortement HB-EGF. HB-EGF apparaît essentielle 

mais non suffisante à la prolifération de ces deux lignées. Comme cela a été 

récemment mentionné dans la littérature pour des cellules épithéliales tumorales, nos 
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données sont en faveur d’une coopération des signaux d’activation HB-

EGF/CD9/ErbB1 et IL-6/IL-6R/gp130. L’activation du récepteur de l’EGF Erb1 joue 

un rôle important dans différents cancers, et plusieurs médicaments capables de 

bloquer l’activité de ErbB1 sont en cours de développement, voire en phase I-II en 

clinique. Au vu des résultats observés dans les lignées qui surexpriment HB-EGF, et 

sachant que certains prélèvements médullaires de myélome en phase chronique 

expriment HB-EGF en RT-PCR à un niveau élevé, des essais cliniques utilisant ces 

inhibiteurs chez les patients atteints de myélome qui surexpriment HB-EGF 

pourraient être intéressants. 
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Identifying intercellular signaling genes 

expressed in malignant plasma cells by using 

complementary DNA arrays 
 

De Vos J, Couderc G, Tarte K, Jourdan M, Requirand G, Delteil 

MC, Rossi JF, Mechti N, Klein B. 
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Cooperation between heparin-binding EGF-

like growth factor and interleukin-6 in promoting 

the growth of human myeloma cells 
 

Wang YD, De Vos J, Couderc G, Jourdan M, Lu ZY, Rossi JF, 

Klein B.  
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5. Analyse du myélome par puces à ADN : 
comparaison avec des plasmocytes normaux : 
articles 8 et 9 

 

L’étude détaillée ci-dessus nous a incité à étendre l’approche des membranes 

ADN à un nombre plus important de gènes et d’inclure dans l’analyse des 

échantillons de plasmocytes tumoraux primaires et de plasmocytes normaux. Le 

choix de la technologie des puces à oligonucléotides Affymetrix a permis d’élargir le 

nombre de gènes étudiés à 6800, et de limiter la quantité d’ARN nécessaire à 6 µg 

(ARN total) – contre 100 µg pour la technique des membranes Atlas. Le 

développement récent dans l’équipe d’une technique d’obtention de grande quantité 

de plasmocytes polyclonaux par différenciation in vitro de lymphocytes B du sang 

d’un malade a permis de comparer les profils d’expression des cellules 

plasmocytaires malignes et normales autologues. 

Dans un premier temps, nous avons montré que ces cellules obtenues in vitro 

(CD38++/CD20-) avaient toutes les caractéristiques de cellules plasmocytaires : 

cytologie, phénotype, fonctionnalité et transcriptome obtenu par puces à ADN. Pour 

ce dernier point, nous avons comparé le transcriptome d’échantillons de cellules 

CD38++/CD20- obtenues in vitro et d’un échantillon de plasmocytes polyclonaux 

obtenu chez un patient qui présentait une plasmocytose réactionnelle (RP), à celui 

d’échantillons de myélomes (lignées et cellules primaires), et à celui d’échantillons de 

lymphocytes B (lignées lymphoblastoïdes et lymphocytes B du sang purifiés). Sur les 

6800 gènes présents sur les puces, nous avons retenu 2263 gènes qui ont une 

expression supérieure au bruit de fond et qui varient suffisamment entre les 

échantillons. Si l’on classe les échantillons par l’algorithme « hierarchical clustering » 

en fonction du profil d’expression de ces 2263 gènes (voir figure ci-contre), les 

cellules CD38++/CD20- se classent avec l’échantillon RP et ce groupe de cellules se 

classe à proximité des échantillons de plasmocytes tumoraux, assez loin des 

échantillons de lymphocytes B. Ainsi, les cellules CD38++/CD20- obtenues in vitro 

sont donc bien des plasmocytes polyclonaux normaux sur des critères 

phénotypiques (CD20-, CD21low, CD22low, CD23low, CD27+, CD38++), 

fonctionnels (synthèse importante d’immunoglobulines polyclonales), 
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morphologiques en coloration May-Grünwald-Giemsa, mais aussi sur le critère de 

l’expression de 2263. 

Ces plasmocytes normaux générés in vitro ont été appelés PPC (polyclonal 

plasma cell) et nous ont permis de comparer des échantillons de cellules 

plasmocytaires malignes à leur équivalent normal et à des lymphocytes B. 

Dans un premier temps nous avons comparé un groupe de quatorze 

échantillons de myélome (huit lignées et six échantillons de cellules myélomateuses 

primaires purifiées dont trois leucémies à plasmocytes et trois myélomes 

médullaires) à un groupe de cinq échantillons de PPC. Nous avons établi une liste de 

gènes dont l’expression était significativement différente entre les deux groupes (P 

<.05) par un test non paramétrique de Mann-Whitney, et dont l’expression était au 

moins trois fois plus forte en moyenne dans un groupe par rapport à l’autre. La liste 

des gènes surexprimés dans le myélome (MM) comporte 104 gènes, et la liste des 

gènes surexprimés dans les PPC (donc sous exprimés dans le myélome) (PPC) 

comporte 96 gènes. L’analyse de la liste MM met en évidence de nombreux gènes 

déjà liés au cancer, dont 8 oncogènes. Parmi ces gènes certains pourraient être des 

cibles thérapeutiques comme plusieurs tyrosine kinases (dont ABL) ou le gène 

métabolique CBS dont la surexpression confère une sensibilité à l’aracytine. Des 

travaux sont en cours pour établir s’il existe une corrélation entre le niveau 

d’expression de certains des gènes de la liste MM et une sensibilité in vitro à des 

inhibiteurs spécifiques.  
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Generation of polyclonal plasma cells from 

peripheral blood B cells: a normal counterpart of 

malignant plasma cells  
 

 

Tarte K, De Vos J, Thykjaer T, Fiol G, Costes V, Rème T, Legouffe 

E, Rossi JF, Ørntoft O, Klein B. 
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Transcriptome analysis of multiple myeloma 

by oligonucleotides arrays: a comparison with 

polyclonal plasma cells 

 

 
De Vos J, Thykjær-Andersen T, Tarte K, Requirand G, Pellet F, 

Rème T, Bellis M, Rossi JF, Ørntoft T, Klein B.  
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Le traitement du cancer repose depuis longtemps sur l’action de toxiques 

cellulaires non spécifiques dont la découverte avait été fortuite : chimiothérapie et 

radiothérapie. De nouvelles molécules, développées grâce à la connaissance de la 

biologie d’un cancer donné, ont permis récemment des avancées thérapeutiques 

importantes dans le traitement de certains cancers. Il s’agit du rituximab (anti-CD20) 

dans les lymphomes folliculaires, l’erceptine (anti-ErbB2) dans le cancer du sein et le 

glivec (inhibiteur de ABL) dans la leucémie myéloïde chronique. Ces médicaments 

sont peu toxiques en raison d’une assez grande spécificité. Leur cible est une 

protéine surexprimée dans le cancer visé. Bien que la protéine cible ne soit pas 

complètement spécifique de la cellule tumorale, la toxicité s’avère bien plus 

importante pour la cellule tumorale que pour les tissus sains qui partagent 

l’expression de cette protéine, en général en raison d’un rôle essentiel de la protéine 

surexprimée dans la biologie de ce cancer. Ces données récentes illustrent le fait 

que le développement de nouveaux traitements médicamenteux dans le cancer 

reposera en grande partie sur une meilleure connaissance de la physiopathologie de 

chaque type de tumeur.  

Dans le MM une telle approche a déjà été initiée il y a dix ans puisque 

l’identification de l’IL-6 comme une cytokine essentielle à la croissance des cellules 

plasmocytaires tumorales (Kawano et al., 1988; Klein et al., 1989) avait encouragé le 

développement et l’utilisation d’un anticorps monoclonal murin anti-IL-6 en clinique 

dans le traitement du MM (Klein et al., 1991). Bien qu’un effet anti-tumoral ait 

clairement été mis en évidence, le problème posé par la quantité majeure d’IL-6 

produite chez certains patients est resté un frein au développement de cette 

approche (Lu et al., 1995). Des protocoles utilisant un anticorps anti-IL-6 sont 

actuellement en cours d’évaluation. 

Mon travail de thèse s’est intéressé dans un premier temps aux anticorps anti-

gp130 agonistes. Ces anticorps ont permis le développement d’un modèle de MM 

dans des souris SCID (Rebouissou et al., 1998), et ont démontré la nécessité d’une 

activation de la gp130 dans la survie et la prolifération des cellules primaires de 

myélome. Le signal de transduction délivré par la gp130 est donc apparu comme une 

cible thérapeutique potentielle. Nous avons évalué les effets de l’inhibiteur AG490 de 
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la kinase JAK2 sur les cellules de MM et avons montré que le blocage chimique de la 

cascade de signalisation de la gp130 était possible et se traduisait par une apoptose 

des cellules de lignées de MM dépendantes pour leur survie d’IL-6 exogène. Nous 

nous sommes également intéressés aux molécules de la famille de Bcl-2 qui étaient 

impliquées dans le signal de survie délivré par trois cytokines majeures de la biologie 

du MM : IL-6, IFN-α et IGF-1. Ce travail a mis en évidence la régulation très sensible 

de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 par l’IL-6 et par l’IFN-α. Un travail est en cours 

afin de démontrer que l’augmentation de Mcl-1 est bien la cause du signal de survie 

fourni par ces deux cytokines. L’observation que l’activation de la voie de 

signalisation de la gp130 est indispensable mais n’est pas suffisante à la survie de 

cellules primaires de MM nous a conduit à analyser par membrane à ADNc 

l’expression de 268 gènes de cytokines et de récepteurs de cytokines dans des 

lignées de MM. La comparaison de l’expression de ces gènes entre lignées de MM et 

lignées lymphoblastoïdes autologues a mis en relief la surexpression de certaines 

cytokines ou de certains récepteurs dans les cellules myélomateuses. La mise en 

évidence de la surexpression de la cytokine HB-EGF est particulièrement 

intéressante et nous avons montré que, dans les lignées de MM qui surexpriment ce 

gène, le blocage de HB-EGF ou de son récepteur ErbB1 entraîne la mort de la 

cellule plasmocytaire maligne. Cette observation ouvre de nouvelles perspectives 

thérapeutiques dans le MM puisque des inhibiteurs chimiques et des anticorps 

monoclonaux capables de bloquer la fonction de ErbB1 sont en développement 

clinique dans d’autres pathologies. Finalement, le développement dans l’équipe d’un 

modèle d’obtention in vitro de plasmocytes normaux en grande quantité et les 

progrès techniques rapides dans le domaine des puces à ADN nous a naturellement 

amené à comparer plasmocytes normaux et tumoraux par puces à ADN. Parmi les 

quelque 6800 gènes différents, 199 sont différentiellement exprimés entre ces deux 

populations cellulaires. Certains gènes surexprimés dans les cellules myélomateuses 

codent pour des protéines qui sont des cibles thérapeutiques potentielles, telles que 

Abl, Cbs, RARα ou RhoC. 

Les progrès technologiques récents nous ont permis en l’espace de 3 ans de 

passer d’une analyse de la biologie du myélome gène par gène – telle qu’elle est 

faite par un inventaire par RT-PCR, northern Blot ou western blot – à une analyse de 

l’expression de plusieurs milliers de gènes simultanément. Cette nouvelle approche, 
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couplée à l’obtention de plasmocytes polyclonaux, permet de visualiser les gènes 

spécifiquement surexprimés dans des plasmocytes au cours de leur transformation 

maligne. La pertinence des résultats obtenus a été vérifiée pour de nombreux gènes 

déjà connus et d’autres gènes qui n’avaient jamais encore été associés à la biologie 

du MM. L’analyse par puces à ADN ouvre de nouvelles perspectives dans le 

traitement du MM. 

 Nous avons tout d’abord été frappé par l’hétérogénéité des échantillons de 

myélome, peu de gènes étant surexprimé chez la totalité des patients. Ceci est en 

accord avec la littérature et rejoint les observations des anomalies caryotypiques qui 

montre une variabilité inter-patient. Au regard de cette hétérogénéité, la technologie 

des puces à ADN est un atout puisque l’on pourra bientôt espérer obtenir, pour les 

cellules tumorales de chaque patient, le profil d’expression des principaux gènes 

connus, et, dans un avenir assez proche, le profil d’expression de la totalité des 

gènes du génome humain. La connaissance de l’ensemble du transcriptome devrait 

alors permettre d’appréhender avec précision l’hétérogénéité de cette pathologie. 

Cela conduira selon toute vraisemblance à l’inventaire de plusieurs sous-groupes de 

myélome caractérisés chacun par un processus de transformation différent 

impliquant des oncogènes et des gènes de tumeurs spécifiques. La caractérisation 

de ces sous-groupes permettra la définition de nouveaux scores pronostics et des 

traitements propres à chaque sous-groupe. Il faut admettre en effet que les critères 

pronostiques actuels ne rendent comptent que de 20 à 25% de l’hétérogénéité du 

MM (Shaughnessy et Barlogie, 2001). Il faut remarquer cependant que du fait même 

de cette hétérogénéité, l’individualisation des sous-groupes biologiques et 

thérapeutiques dans le MM demandera de grandes cohortes de patients (plusieurs 

dizaines ou plusieurs centaines). A ce titre, l’équipe de Bart Barlogie a déjà analysé 

plus de 150 patients et il semble se dégager au moins quatre sous-groupes différents 

(Shaughnessy et Barlogie, 2001, et Bart Barlogie, communication orale, Heidelberg, 

2001). Il sera intéressant également de confronter le transcriptome du myélome avec 

celui d’autres types tissulaires afin de préciser la spécificité de chacun des gènes 

surexprimés dans le plasmocyte tumoral. Avant d’atteindre ce but il faudra avoir 

résolu le problème de la comparaison de données d’expression génique obtenues 

par puces à ADN entre équipes différentes et également améliorer les outils 

informatiques nécessaires pour l’analyse de très grandes quantités d’informations 

(milliers d’échantillons). 
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La possibilité de comparer pour chaque malade le transcriptome des cellules 

tumorales par rapport à leur équivalent normal va permettre de progresser 

rapidement dans la compréhension des mécanismes impliqués dans l’émergence du 

clone tumoral et donc dans l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques dans le 

MM. Le développement des nouvelles molécules anti-cancéreuses citées au début 

de cette conclusion montre que l’idée que la connaissance de la biologie moléculaire 

des cancers peut amener à en améliorer le traitement n’est pas un vain concept. Les 

puces à ADN vont permettre de comprendre les altérations spécifiques de 

l’expression des gènes du clone tumoral à l’échelle du génome, donc fournir 

l’information nécessaire pour proposer de nombreux nouveaux médicaments (cf. p 

116) (Debouck et Goodfellow, 1999). En fonction de cette information, l’on cherchera 

des molécules capables de provoquer l’apoptose, interrompre le cycle cellulaire, 

induire la différenciation ou bloquer les relations de la cellule tumorale plasmocytaire 

avec son microenvironnement. Les puces à ADN pourront également servir à la 

validation in vitro de ces nouvelles stratégies thérapeutiques comme nous l’avons 

indiqué dans l’introduction (cf. p 115) (Marton et al., 1998).  

Le profil d’expression deviendra alors la base du raisonnement thérapeutique 

chez un patient donné. On ne proposera plus une chimiothérapie unique chez tous 

les patients, mais un traitement « à la carte » du myélome qui ne visera chez un 

patient donné que des cibles thérapeutiques effectivement présentes dans le clone 

tumoral. Cette adaptation du traitement à la spécificité de la tumeur d’un patient 

concernera à la fois la chimiothérapie conventionnelle (par exemple nos données 

suggèrent que l’ara-C pourrait être efficace dans un sous-groupe de MM 

surexprimant le gène CBS) et de nouveaux traitements (par exemple notre travail a 

identifié ErbB1 comme une cible thérapeutique potentielle sur les cellules 

plasmocytaires malignes qui surexpriment la cytokine HB-EGF). Le traitement « à la 

carte » sera synonyme d’une plus grande efficacité et d’effets secondaires diminués. 

Enfin, il convient de souligner que la chimiothérapie en général, et du STI571 

dans la leucémie myéloïde chronique en particulier, pose le problème de 

l’émergence de clones tumoraux résistant à un médicament utilisé en monothérapie. 

Parce qu’il n’y a peut-être aucune cible protéique qui ne soit absolument spécifique 

d’une cellule tumorale donnée, l’utilisation d’un seul médicament anti-tumoral à une 

dose acceptable d’un point de vue de la toxicité générale sera sans doute 

insuffisamment efficace et sera suivi d’une rechute à partir d’un clone tumoral devenu 
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résistant à ce traitement. En couplant plusieurs traitements différents, chacun ciblant 

un processus biologique spécifique dans la cellule tumorale, la toxicité générale 

restera limitée car concernera des tissus différents, tandis que seule la cellule 

tumorale se situera à l’intersection de l’ensemble de ces traitements et sera 

hautement susceptible à l’effet délétère conjugué de ces traitements. Autrement dit, 

une cellule maligne sera caractérisée par la surexpression d’un profil distinctif de 

cibles thérapeutiques qu’il conviendra de déterminer, caractérisation pour laquelle les 

puces à ADN, et demain les puces à protéines, pourront devenir indispensables. 
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Erratum 

 

Les numéro de page 165 à 173 n’ont pas été utilisés. 

Les numéro de page 318 à 323 ont été utilisés deux fois. 
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Analyse moléculaire du myélome : 

vers de nouvelles perspectives thérapeutiques 

 

Le myélome multiple (MM) est une néoplasie hématopoïétique chimiosensible. 
Si une chimiothérapie intensive associée à une autogreffe de cellules souches 
hématopoïétiques permet de doubler la médiane de survie, la rechute reste 
cependant inéluctable et ce cancer est incurable à l’heure actuelle. 

Plusieurs exemples ont montré récemment qu’une connaissance précise de la 
physiopathologie d’un cancer pouvait conduire à l’élaboration de traitements 
spécifiques. Ces nouveaux traitements anti-cancéreux ciblant un sous-groupe de 
tumeurs caractérisées par une altération moléculaire commune sont une voie de 
développement thérapeutique prometteuse. 

Mon travail de thèse a consisté à étudier la biologie du MM dans une 
perspective de ciblage pharmacologique de la cellule plasmocytaire 
maligne. L’utilisation d’anticorps anti-gp130 agonistes a permis de montrer que 
l’activation de la signalisation par la chaîne gp130 du récepteur de l’interleukine-6 
(IL-6) est indispensable à la survie et la prolifération des cellules de MM. En 
corollaire, l’interruption de cette voie de signalisation par la tyrphostin AG490, 
inhibiteur de la kinase JAK2, bloque la croissance et induit une apoptose dans les 
plasmocytes tumoraux. Des membranes comportant les ADNc de 268 gènes nous 
ont permis de rechercher l’expression des gènes d’autres cytokines et récepteurs de 
cytokines pouvant jouer un rôle dans la physiopathologie du MM. Nous avons mis en 
évidence dans des lignées de MM une boucle autocrine, cruciale pour la survie du 
plasmocyte tumoral, qui implique la cytokine HB-EGF et son récepteur ErbB1. Le 
développement d’un modèle de génération in vitro de plasmocytes normaux purifiés 
a permis ensuite la comparaison du transcriptome de plasmocytes tumoraux avec 
leur contrepartie normale par des puces à ADN analysant l’expression de 6800 
gènes différents. De nombreux gènes sont différentiellement exprimés entre ces 
deux populations cellulaires et certains gènes surexprimés dans les cellules 
myélomateuses codent pour des protéines qui sont des cibles thérapeutiques 
potentielles, telles que ABL, CBS, RARα ou RhoC. 

La possibilité de comparer pour chaque malade le transcriptome des cellules 
tumorales par rapport à leur équivalent normal va permettre de progresser 
rapidement dans la compréhension des mécanismes impliqués dans l’émergence du 
clone tumoral et l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Cette approche 
pourrait aboutir sur la mise en place d’un traitement « à la carte » du MM basé sur 
l’examen du transcriptome du clone tumoral de chaque patient. 
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