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RESUME

Le Myélome Multiple (MM) est une hémopathie a cellules B, caractérisée par une expansion
dans la moelle osseuse (BM) de plasmocytes malins (PC). Les patients atteints de MM et traités
par différentes lignes de chimiothérapies rechutent fréquemment a cause de la présence de
clones résiduels résistants au traitement. La compréhension des mécanismes responsables de
ces rechutes semble nécessaire a ce jour pour I'amélioration des stratégies thérapeutiques.
Les interactions entre les cellules de BM, dont les cellules stromales mésenchymateuses
(MSC), et les PC, jouent un réle essentiel dans la croissance et la survie du MM via la sécrétion
de facteurs de croissance et de cytokines. Afin d’évaluer le role des MSC dans la rechute du
patient nous avons effectué une analyse transcriptomique de MSC de BM provenant de
donneurs sains (HD) et de patients atteints de MM aux différents stades de la maladie
(diagnostic, rechute et rémission sur 2 ans). Nos résultats présentent les différences
d’expression génique entre les MSC de HD et les MSC de MM. De fagon surprenante le profil
transcriptomique des MSC est tres similaire aux différents stades du MM et plus
particulierement aprés le traitement (rechute et rémission). Ces données suggerent que
I'altération d’expression génique des MSC, tout au long du développement du MM, peut
persister méme en |'absence de signe clinique. Le contact des PC avec les MSC pourrait
conduire a une modification pérenne du transcriptome des MSC. La valeur pronostique de
cette variation d’expression génique des MSC lors du développement des MM reste a

déterminer.



Multiple myeloma (MM) is a B-cell malignancy characterized by clonal expansion of malignant
plasma cells (PC) within the bone marrow (BM). MM patients often experience multiple
relapses due to the presence of chemo-resistant residual MM clones and there is a critical
need to understand the mechanisms that regulate MM chemo-resistance and relapse. The
interactions between BM cells and malignant PCs play an essential role In MM growth and
survival. Mesenchymal stromal cells (MSC) are multipotent BM stromal cells, able to
differentiate into osteoblasts and adipocytes that support malignant PC growth through
released factors. A better understanding of the role played by these cells in MM drug
resistance and relapse is now required. To address this question, we performed a
transcriptomic analysis of MSC isolated from healthy donors (HD), and MM patients at
different stages of the disease including diagnosis, relapse and after a 2 years remission
period. Our results reveal important differences in gene expression between HD and MM
MSC. Surprisingly, the transcriptomic profile of MSC was very similar across the different MM
stages: relapse or remission. These data reveal that the alteration in MSC gene expression
associated with MM development can persist even in the absence of clinical sign of the
disease. This suggests that a deep imprinting of MSC cellular program occurs by the contact
with MM PCs. This program could be responsible for myeloma relapse even after a long period

of time.
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LISTE DES ABREVIATIONS
Acronymes et abréviations  Définition

Ac
AcMc
ADN
ADNc
AMM
ATU
ARN
BCMA
BMP
BTZ

CA
CA-MSC
CCL2
cb

CFU
CGH array
CHU
CMF

CR
CRAB

cs1
CSH

cT

CXCL12

D BM-MSC
del(17p)
DKK1

DPI

DXM

ER BM-MSC

F-

F+

FC
FGF-2
FISH
G-CSF

Anticorps

Ac Monoclonal

Acide Désoxyribonucléique

ADN complémentaire

Autorisation de Mise sur le Marché
Autorisation Temporaire d’Utilisation
Acide Ribonucléique

Antigene de maturation des LB

Protéines morphogéniques osseuses
Bortezomib

Anomalies chromosomiques

MSC associées au cancer

CC-chimiokine Ligand 2

Cluster de différenciation

Unités formants des colonies

Hybridation génomique comparative
Centre Hospitalo-Universitaire
Cytométrie en flux

Rémission complete

Hypercalcémie, Insuffisance rénale, Anémie, Lésions
osseuses

Antigene du sous-ensemblel CD2
Cellules Souches Hématopoiétiques
Tomographie assistée par ordinateur
CXC-chemokine ligand 12

MSC de moelle osseuse provenant de patients au diagnostic
Délétion 17p

Dickkopft-1

Dossier Patient Informatisé
Dexamethasone

MSC de moelle osseuse provenant de patients en Rechute
précoce

Fraction négative

Fraction positive

Fold change d’expression

Facteur de croissance basique fibroblaste
Hybridation In Situ Fluorescente

Facteurs de croissance hématopoiétique granulocytaire
humain
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G-MDSC
GDF15
GFP
GvHD

HD BM-MSC

HD-MSC
HGF
HLA-DR
IFG1
IFM
IFNy

Ig

IL
IMIDs
IMWG
InVS
IRM

ISS
IUCT-O

LDH
LT/LB
MGUS
MM
MM-MSC
MRD
MSC
NGS
NK
PBMC
PCA
PDGF
PFS
POEMS

PR

PTH

R BM-MSC
sCR

SDF1

SLIM
SNP-array

Cellules suppressives dérivées de granulocytes myéloides
Facteur de différenciation de la croissance 15
Protéine Fluorescente Verte

Maladie du greffon contre I’hote

MSC de moelle osseuse provenant de donneurs sains
MSC de donneurs sains

Facteur de croissance hépatocytaire

Complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il
Facteur de croissance 1 ressemblant a l'insuline
Intergroupe Francophone du Myélome

Interféron gamma

Immunoglobuline

Interleukine

Immunomodulateurs

L'International Myeloma Working Group

Institut de Veille Sanitaire

Imagerie par résonnance magnétique

Systeme de Staging International

Institut Universitaire de Cancérologie de Toulouse —
Oncopole

Lactate Déshydrogénase

Lymphocytes T/ Lymphocytes B

Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée
Myélome Multiple

MSC de Myélome Multiple

Maladie résiduelle minimum

Cellules stromales mésenchymateuses

Séquencage de Nouvelle Génération

Natural Killer

Cellules mononucléaires de sang périphérique
Analyses en composantes principales

Facteur de croissance dérivé des plaquettes

Survie sans progression

Polyneuropathique, Organomégalie, Endocrinopathie,
protéine Monoclonale et Signes cutanés
Réponse partielle

Prothese totale de hanche

MSC de moelle osseuse provenant de patients en Rémission
Rémission compléete stringente

Facteur dérivé du stroma 1

Soixante pourcent, ratio de chaines légeres, IRM

Détection des polymorphismes touchant un nucléotide

13



t(4;14)
tPA
TEP-CT
TGFB
UGM
VCAM1
VEGF
VGPR
VTD
B2m

Translocation (4 ;14)

Activateur tissulaire du plasminogéene
Tomographie par émission de positons avec CT
Facteur de croissance transformant-3

Unité onco-Génomique du Myélome

Molécule d’adhésion des cellules vasculaires
Facteur de croissance Endothélial Vasculaire
Réponse partielle de bonne qualité

Velcade Thalidomide Dexamethasone

B2 microglobuline
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INTRODUCTION

Le Myélome Multiple (MM) est une pathologie de la personne agée affectant 4000 nouveaux
patients par an en France. Depuis sa découverte en 1844 par Henry Bence Jones par la
présence de protéines dans les urines puis décrit en 1880 par Otto Kahler, qui lui donne le
nom de maladie de Kahler, de nombreux traitements ont été envisagés. Ce n’est qu’en 1958
que I'on commence a traiter efficacement le MM avec le melphalan qui sera associé en 1962
a la prednisone. Ce traitement restera pendant plusieurs années une référence thérapeutique,
jusqu’a l'arrivée de la greffe de moelle osseuse dans les années 1980. Les chimiothérapies
cytotoxiques telles que le melphalan, classiquement utilisées dans le MM comme dans
d’autres types d’hémopathies malignes ou de cancers solides, allongent la durée de vie du
patient. Malgré tout, ces médicaments exposent a des effets indésirables graves et ne
permettent pas de rémission compléete dans le cadre du MM : on parle alors de résistance au
traitement.

Depuis la fin du 20°™¢ siécle, pour pallier a ces résistances et limiter la survenue d’effets
indésirables induits par les médicaments, la recherche scientifique vise a améliorer la facon
de cibler les cellules tumorales. Ce ciblage peut étre obtenu soit en caractérisant la physiologie
de la tumeur pour I'éradiquer plus spécifiqguement, soit en affectant les cellules qui I'aident a
proliférer et qui appartiennent a ce que I'on appelle le microenvironnement tumoral.
Pourquoi ces 2 nouvelles stratégies thérapeutiques sont-elles envisagées :

- La cellule tumorale a comme particularité de ne jamais mourir, ce qui la rend trés
sensible aux signaux de mort cellulaire, aussi appelés signaux pro-apoptotiques. En
2004, apparaissent les premiers médicaments inhibiteurs du protéasome et
notamment le bortezomib. Ces médicaments ciblent plus spécifiquement la cellule
tumorale : en inhibant le protéasome, ils bloquent sa progression dans le cycle
cellulaire et induisent la mort par apoptose de la cellule tumorale.

- Le microenvironnement tumoral constitue un enjeu pour le traitement de différents
cancers. Il est composé de différents types cellulaires qui constituent des cibles
possibles pour de nouvelles thérapies. Vers la fin des années 1990, de plus en plus
d’études montrent que la tumeur résiste au traitement en échappant a la
reconnaissance et a [|'élimination par le systeme immunitaire, c’est-a-dire a

I'immunosurveillance. C’'est dans ce contexte qu’arrivent les médicaments
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immunomodulateurs avec 'utilisation du thalidomide. Ce type de thérapie permet
d’exploiter les mécanismes naturels de défense du patient en stimulant le systeme
immunitaire déja présent. Les anticorps monoclonaux ont été découverts dans les
années 1980, mais ce n’est que depuis quelques années qu’ils sont utilisés dans le
cadre du MM. Le daratumumab a fait preuve de son efficacité clinique; ce
médicament combine une action spécifique sur la cellule tumorale (en se liant au
marqueur CD38 surexprimé par les plasmocytes tumoraux) et sur son
microenvironnement (il utilise le systéme immunitaire déja présent pour tuer la cellule
gu’il a préalablement ciblé).
A ce jour, le traitement standard reste pour les patients les plus jeunes une induction a base
de chimiothérapies, puis une autogreffe et enfin une période de consolidation par
chimiothérapies. Pour les patients plus agés, chez qui I'autogreffe ne sera pas possible, une
chimiothérapie seule est proposée. Ces traitements sont réalisés dans le cas ou le patient ne
participe pas aux essais thérapeutiques.
L’efficacité de ces thérapies reste limitée car environ 75% des patients rechutent dans les 5
ans suivant le diagnostic(1).
En ce qui concerne la cellule tumorale, de nombreuses équipes travaillent sur les anomalies
cytogénétiques présentes sur les plasmocytes tumoraux pour essayer de prédire une
mauvaise réponse au traitement médicamenteux. Ces anomalies peuvent étre liées a
I’acquisition de délétions, gains, translocations chromosomiques ou trisomies sur les
plasmocytes tumoraux. D’autres stratégies cherchent a cibler de facon plus précise la tumeur
notamment via |'expression a la surface cellulaire de certains clusters de différenciation (CD)
comme par exemple le CD138.
En ce qui concerne l'implication du microenvironnement, I'étude des cellules stromales
mésenchymateuses (MSC) et de leur réle dans le développement du MM suscite de grands
espoirs. Les MSC sont des cellules multipotentes, plastiques et capables de moduler leur
activité en fonction de leur environnement. Elles ont différents réles dont celui de se
différencier, entre autres, en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes, mais peuvent aussi
moduler 'immunité par sécrétion de facteurs et cytokines ou encore favoriser I'angiogenéese.
Dans les années 2000, les premieres analyses phénotypiques des MSC isolées de patients
atteints de MM tendent a montrer que ces cellules sont différentes de celles issues de

donneurs sains. En effet elles perdent leur capacité de différenciation en ostéoblastes et sont
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moins capables d’inhiber I'immunité. De plus, elles sécretent différentes cytokines et facteurs
de croissances leur permettant de supporter la croissance tumorale. L’ensemble des travaux
publiés ont été réalisés au stade du diagnostic de la maladie. Peu de publications se réferent
au phénotype ou aux implications des MSC au cours du traitement et/ou chez les patients en
rechute.

Le but de I'étude présentée ici était d’isoler des MSC de patients au cours du traitement pour
essayer de comprendre leur impact sur la tumeur et notamment chez les patients en rechute.
Une cohorte de patients a été mise en place, les MSC ont été extraites de prélevements de
moelle osseuse en vue de réaliser une étude transcriptomique. Un transcriptome a donc été

corrélé aux différents profils des patients.
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l. Le Myélome Multiple

Le Myélome Multiple des os ou maladie de Kahler est une hémopathie lymphoide maligne
caractérisée par le développement d’un ou plusieurs clones de plasmocytes tumoraux dans la
moelle osseuse(2,3). Cette pathologie touche principalement la personne agée et reste, a
I’heure actuelle, incurable. Elle représente 2% de I'ensemble des cancers et 10 a 12% des
hémopathies malignes(4,5). En 2012, le nombre de nouveaux cas en France est estimé a 4 900
dont 52 % survenant chez I’homme, avec un age médian de survenue de 75 ans chez la femme
et 72 ans chez ’homme. D’aprés I'Institut de veille sanitaire (InVS), la survie nette a 5 ans reste
faible, 51% chez 'homme et 55% chez la femme, mais tend a progresser avec l'arrivée de

nouvelles thérapies(6).
A. Diagnostic et pronostic

1. Signes diagnostiques cliniques et biologiques

Le diagnostic du MM repose sur la mise en évidence des conséquences de la maladie sur les
aspects biologiques et cliniques (7). Les critéres diagnostics du MM sont (8) :
- La présence de plus de 10% de plasmocytes dans la moelle osseuse ;
- Laprésence d’au moins un des criteres SLiM-CRAB ci-dessous, nouvellement établis en
2014 :
o Critéres SLIM (soixante pourcent, ratio des chaines légeres, IRM) par la
présence d’au moins un biomarqueur de malignité :
= Plus de 60% de plasmocytes malins dans la moelle ;
= Ratio des chaines légeéres libres impliquées/non impliquées >100,
= Au moins une lésion focale sur I'imagerie par résonnance magnétique
(IRM).

o Criteres CRAB (Calcémie, Insuffisance Rénale, Anémie, lésions osseuses) par la
preuve de l'altération des organes pouvant étre attribuée aux plasmocytes
malins :

= Hypercalcémie : Calcium sérique > a 2,75mmol/L (>11 mg/dL) ;
= |nsuffisance rénale: Clairance de la créatinine <40mL/min ou une

créatinine sérique >a 177 umol/L (2mg/dL) ;
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= Anémie : Hémoglobine < 100 g/L ou perte de plus de 20g/L par rapport
a la limite inférieure de la norme ;
= |ésions osseuses: Présence d’au moins une lésion ostéolytique sur
radiographie, tomographie assistée par ordinateur (CT) ou,
tomographie par émission de positon (TEP-CT).
Le MM est marqué par I'accumulation de plasmocytes tumoraux (au moins 10%) dans la
moelle osseuse, retrouvée lors du myélogramme. Cette infiltration médullaire va entrainer
une anémie visible sur un hémogramme ainsi qu’une insuffisance médullaire globale et donc
une altération de I'état général.
Les plasmocytes, qu’ils soient malins ou sains, produisent des protéines appelées anticorps et
jouent un réle important dans I'immunité. Ces anticorps, ou immunoglobulines, sont
composés de 2 chaines lourdes et 2 chaines légéres reliées par des ponts disulfures. lls sont
divisés en 5 isotypes selon leur type de chaines lourdes : les immunoglobulines (Ig) 1gG, A, D,
E ou M. Environ 50 % des MM sont d'isotype IgG, 20 % d'isotype IgA et 20 % sont de type
urinaire (a chaines légeres).
Pour diagnostiquer la maladie, on utilise différentes techniques :

- L'immunofixation ou I'immunoélectrophorese des protéines sériques permet de typer
la protéine monoclonale pour sa chaine lourde et sa chaine légere ;

- L’électrophorese des protéines urinaires permet de mettre en évidence une
protéinurie a chaines légeres appelée protéinurie de Bence Jones. L'immunofixation
de ces mémes protéines permet de préciser le type de protéine : kappa ou lambda.
Concernant les chaines légeres, le type kappa est 2 fois plus fréquent que le type
lambda. Dans ce cas, les Ig a chaines légeres s"accumulent et sont éliminées par le rein
provoquant ainsi une insuffisance rénale ;

- Le dosage de B2 microglobuline (B2m) sérique permet de refléter la masse tumorale :
son taux est donc élevé chez les sujets atteints de MM.

Parmi les symptomes cliniques, on retrouve la présence de lacunes osseuses qui provoquent
le plus souvent une hypercalcémie, par dégradation de |'os. Cette hypercalcémie peut étre
responsable d’une insuffisance rénale liée a la réabsorption passive de calcium par le rein. On
retrouve donc ce phénomene associé a une augmentation de la créatininémie.

D’autres criteres biologiques apparaissent secondairement : une augmentation de la protéine

C réactive, de la lactate déshydrogénase et une hypoalbuminémie (9).
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Suite au diagnostic de la maladie, le médecin évalue le pronostic du patient grace a la
classification de I'International Staging System (ISS) et depuis peu grace a lI'analyse des

anomalies cytogénétiques.
2. Facteurs Pronostiques

Plusieurs classifications ont été successivement utilisées pour mesurer en routine I'agressivité
du MM :

- La classification de Durie et Salmon est la premiere a avoir été validée. Elle tient
compte des critéres biologiques présentés précédemment : le taux d’hémoglobine, la
calcémie, la présence de lésions ostéolytiques, le taux d’lg monoclonal sérique ou
urinaire et la créatininémie ;

- L'ISS est la classification pronostique qui fait référence actuellement. Elle est basée sur
une analyse uni- et multivariée ainsi que 3 types de modélisations réalisées sur
plusieurs groupes de patients. Parmi tous les facteurs pronostiques utilisés, 2 tests
montrent un pouvoir prédictif puissant concernant la moyenne de survie des patients
mais sont aussi utilisables en routine et peu colteux : le dosage dans le sang de la f2m
et de l'albumine (7,10). En 2015, I'ISS a été révisé pour inclure les anomalies
chromosomiques (CA) et le dosage sérique de la lactate déshydrogénase (LDH). Ces 4
facteurs permettent de classifier la maladie en 3 stades(11). lIs sont présentés dans le
Tableau 1 ;

- D’autres facteurs influencent le pronostic de la maladie: I'dge du patient, les

comorbidités associées ainsi que la réponse au traitement.

Stade | Stade Il Stade lll

_ <3.5mg/L Nistadel 2>5.5mg/L

m >3.5g/dL ni stade

Anomalies Pas de haut |l Présence de délétion del(17p) et/ou
chromosomiques risque de CA translocation t(4 ;14) et/ou translocation
Lactate Normal LDH t(14 ;16) ou LDH supérieur a la normale
déshydrogénase dans le sérum

Tableau 1 - Classification ISS revisitée
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3. Anomalies génomiques

Certaines spécificités du plasmocyte malin peuvent avoir une influence majeure sur le
pronostic du patient. C’est pour cela que le pronostic est également étroitement associé aux
anomalies cytogénétiques initiales et acquises lors des rechutes. Ces anomalies sont détectées
sur les plasmocytes triés de moelle osseuse de patients par Hybridation In Situ Fluorescente
(FISH), détection des polymorphismes touchant un nucléotide (SNP-array) ou séquencage de
nouvelle génération (NGS).

Les anomalies cytogénétiques retrouvées associées aux plasmocytes peuvent étre de bon ou
mauvais pronostic. Par exemple, les trisomies 3 et 5 ont été décrites comme orientant vers un
bon pronostic(12). D’autres anomalies, comme les translocations (t(4 ;14) et t(14 ;16)), les
délétions (dellp32 et dell7p), le gain chromosomique (gain 1q) et la trisomie 21, ont été

décrites comme orientant vers un mauvais pronostic(12-14).

B. Formes cliniques
Le diagnostic de cette maladie est a rechercher devant divers tableaux cliniques (10,15)

1. Gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS)

Le Myélome asymptomatique, aussi appelé « état pré-myélomateux indolent» ou
Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée (MGUS)(16-18), est retrouvé
présent dans 3 a 4% de la population générale aprés 50 ans (19). Le taux d’évolution vers un
MM est de 0,5 a 1% par an selon le type de MGUS.
Il est classé selon 3 sous types :
- MGUS Non IgM, définit par la présence de :

o Protéines monoclonales sériques < 30g/L ;

o Plasmocytose médullaire < 10% ;

o Absence de dommage d’organes en lien avec la dyscrasie plasmocytaire

(criteres CRAB ou amylose).

Son taux de progression est de I'ordre de 1% par an (10,20) ;
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- MGUS IgM, définit par la présence de :
o Protéines monoclonales type IgM sériques < 30g/L ;
o Lymphoplasmocytose médullaire < 10% ;
o Absence de dommages d’organes en lien avec la dyscrasie
lymphoplasmocytaire (anémie, hyperviscosité, ...).
Son taux de progression est de I'ordre de 1 a 5% par an (21) ;
- Light chain-MGUS, définit par la présence de :
o Ratio anormal des chaines légeres libres <0.26 ou >1.65 avec k élevée chez les
patients avec ratio > 1.65 ou A élevée chez les patients avec ratio <0.26 ;
o Absence d’lg monoclonale entiere en immunofixation ;
o Plasmocytose médullaire < 10% ;
o Absence de dommage de type CRAB ou Amylose ;
o Protéines Mc urinaires < 500mg/24h.
Son taux de progression est de 0 a 3% par an (22).

Il précede dans 99 % des cas le MM.
2. MM (a)symptomatique

La forme asymptomatique, dite aussi MM indolent ou Smouldering Multiple Myeloma,
correspond a une forme sans signe clinique qui a cependant une biologie modifiée par rapport
a la normale (décrite ci-dessous), associée a une augmentation des taux sanguins d’lg
(supérieure a 30g/L) et/ou de plasmocytose médullaire (supérieur a 10%).

La forme symptomatique est associée a des signes cliniques spécifiques de la maladie qui
découlent de I'envahissement plasmocytaire médullaire. Il a été précédemment détaillé dans
la partie diagnostic (critéres SLiM-CRAB).

Plusieurs formes sont retrouvées dans les 2 cas selon I'lg sécrétée par le plasmocyte malin.
Elle sera, soit a chaine lourde, IgA ou IgG, retrouvée dans le sang, soit a chaine légeére,

retrouvée dans les urines (2,3).
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3. Leucémie a plasmocytes

La leucémie a plasmocytes représente 2 a 4% de I'ensemble des MM et est une forme plus
agressive que le MM symptomatique. Dans 60% des cas, elle est observée au diagnostic de la
maladie (nommée ainsi primitive) et 40% des cas en fin de maladie (dite secondaire). On

retrouve un nombre de plasmocytes sanguins supérieurs a 20% (2 g/L) (23,24).

4. Myélome ostéocondensant et plasmocytome solitaire

Le MM ostéocondensant (ou ostéosclérique) est trés rare et s'associe a une polyneuropathie
dans 30 a 50 % des cas. On y retrouve une fibrose et une ostéosclérose des lamelles des os a
la place de la lyse de l'os. Il est aussi appelé POEMS syndrome pour son atteinte
Polyneuropathique, avec présence d’'une Organomégalie, Endocrinopathie, de protéine
Monoclonale et de Signes cutanés (25).
Le plasmocytome solitaire représente 3 a 5% des néoplasies plasmocytaires et correspond a
une prolifération localisée de plasmocytes monoclonaux malins au niveau osseux ou extra-
osseux. Il est caractérisé par :
o Lésionsisolées de I'os (ou d’un tissu mou) avec plasmocytes sur biopsie ;
o Moelle osseuse normale ou plasmocytose médullaire clonale inférieure a 10%
selon le type de plasmocytome solitaire ;
o Absence d’anomalie squelettique du rachis et du bassin sur I'lmagerie par
résonance magnétique ou scanner ;
o Absence de criteres CRAB ou amylose.

Son taux de progression vers un MM est de I'ordre de 10% sur 3 ans (26).
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Il. Le traitement du MM

La prise en charge du MM a progressé ces derniéres années avec |'introduction de nouvelles
molécules faisant s’élever la survie a 5 ans de 29,8% a 39,6% en Europe entre 1997/99 et
2006/08 (27).

Seuls les patients symptomatiques sont traités car le rapport bénéfice/risque du traitement
chez les patients asymptomatiques (MGUS le plus souvent) est faible(16,28). La prise en
charge du MM comprend une chimiothérapie pouvant étre associée a une greffe selon I'age
du patient. Les différentes classes de chimiothérapies utilisées seront dans un premier temps
détaillées puis dans un second temps les schémas thérapeutiques a suivre en fonction de I'age

du patient seront énoncés.

A. Les chimiothérapies cytotoxiques et glucocorticoides

La plus ancienne thérapie médicamenteuse contre le cancer est lintroduction des
chimiothérapies cytotoxiques. Elle a permis de traiter les patients atteints de MM avec
I'association de différents médicaments dont ceux utilisés actuellement, les alkylants et les

corticoides.

1. Les alkylants

Les agents alkylants représentent la plus ancienne classe de médicaments anticancéreux. Leur
développement découle des effets du gaz moutarde utilisé pendant la premiere guerre
mondiale. Leur composition électrophile est capable d’interagir avec des composés possédant
des radicaux nucléophiles, retrouvés notamment dans les acides nucléiques. Ces molécules
peuvent alkyler de facon covalente les bases de I’ADN (acide désoxyribonucléique). Cette
liaison covalente peut étre monovalente ou bivalente et, dans ce cas, entrainer des ponts intra
ou inter-brins. La cytotoxicité du traitement provient de I'alkylation des cellules ayant un fort
taux de multiplication comme les cellules tumorales. En effet, ces agents altérent des
processus indispensables a la division cellulaire, la réplication et la transcription, conduisant a
un arrét du cycle cellulaire. De plus, les Iésions induites par cette alkylation produisent souvent
des cassures simple ou double-brins induisant I’entrée en apoptose de la cellule. Ces agents

alkylants sont subdivisés en 8 sous-classes :
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- Les moutardes a l'azote, tels que le melphalan, chlorméthine, chlorambucil et
méchlorétamine, induisent préférentiellement des liaisons inter-brins ;

- La sous-classe des oxazaphosphorines composée du cyclophosphamide et de
I'ifosfamide. Ils exercent leur action cytotoxique majoritairement par formation de
ponts inter-brins ;

- Le témozolomide et la dacarbazine sont des composés monovalents (pas de formation
de pont intra ou inter-brins), appartenant a la sous-classe des triazenes et hydrazines,
qui forment des adduits sur ’ADN responsables de leur activité cytotoxique ;

- Les molécules appartenant aux éthylene-imines, comme le thiotépa, I'altrétamine et
la mitomycine C, forment des ponts intra ou inter-caténaires au niveau de I’ADN
induisant la mort cellulaire ;

- La sous-classe des nitroso-urées comprenant la carmustine, la lomustine, la
fotémustine, la bendamustine et la streptozocine, peut former des ponts inter-brins
induisant une cytotoxicité.

- Les alkyles alcanes sulfonates ou moutardes soufrées sont représentés par le busulfan
et le pipobroman. lls exercent leur activité cytotoxique en formant des ponts intra ou
inter-caténaires ;

- Les sels de platine ou les organoplatines, tels que le cisplatine, le carboplatine ou
I'oxaliplatine, sont des agents alkylants exercant leur activité cytotoxique par
formation de ponts intra ou inter-brins.

Dans le cadre du MM, les antinéoplasiques cytotoxiques immunosuppresseurs utilisés

sont le cyclophosphamide (ENDOXAN®) et le melphalan (ALKERAN®)(2,29). La

bendamustine (LEVACT®) a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en mai

2016(30) en premiére ligne de traitement en association avec la prednisone chez les

patients de plus de 65 ans présentant une neuropathie au diagnostic et non éligible a une

greffe autologue (31).
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2. Les corticoides

Le cortex de la surrénale (corticosurrénale) synthétise une trentaine d’hormones appelées
corticostéroides. Elles se divisent en 3 grands groupes: les minéralocorticoides, les
gonadocorticoides et les glucocorticoides. Ces derniers agissent via un récepteur spécifique,
intracellulaire, le récepteur aux glucocorticoides. Il est retrouvé dans le cytosol de la cellule
sous forme de complexe inactif lié a la protéine de choc thermique et a I'immunophiline. Lors
de la liaison du glucocorticoide libre a son récepteur, le complexe se dissocie et seul
I’ensemble ligand-récepteur migre dans le noyau. Cet ensemble interagit avec ’ADN et pourra
agir de maniere directe ou indirecte sur la transcription de genes. De maniére directe, il induit
une augmentation du taux de protéines anti-inflammatoires telles que I'interleukine 10 (IL10),
I'annexinl et la protéine IkB. De facon indirecte, le complexe ligand-récepteur permet
I'inactivation de facteurs de transcription (AP1, NF-kB et NF-IL6) responsable de I'effet anti-
inflammatoire et immunosuppresseur des glucocorticoides. Les corticoides pourront donc
exercer leurs effets sur 'immunité et I'inflammation via :

- LUinhibition de la transcription de cytokines pro-inflammatoires ;

- La diminution de 'acide arachidonique (médiateur de I'inflammation) ;

- La diminution de la différenciation des monocytes-macrophages, des polynucléaires

neutrophiles, éosinophiles et basophiles ;

- L’inhibition de production et de prolifération des lymphocytes T (LT).
Les corticoides de référence utilisés en thérapeutique sont la prednisone (CORTANCYL®), la
prednisolone (SOLUPRED®), la methylprednisolone et la dexamethasone (DXM) (NEODEX®,
DECTANCYL®). lls sont utilisés dans diverses pathologies pour leur effet anti-inflammatoire et
immunosuppresseur. Dans le MM, la DXM est principalement utilisée en premiere intention

en association (2,32).
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B. L"autogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules dites souches car elles ont la
capacité de s’auto-renouveler et se différencier en cellules progénitrices myéloides ou
lymphoides afin de reconstituer I'ensemble du systéme hématopoiétique. Les plasmocytes
proviennent des cellules progénitrices lymphoides. Une autre facon de cibler la maladie est
de I'éradiquer a I'emplacement de sa formation. Dans les années 1970/1980, la greffe de
cellules souches fait son apparition en thérapie dans différents cancers hématologiques. Ce
n‘est qu’en 1996 qu’elle fait son apparition dans le traitement du MM grace a une étude
multicentrique menée par I'Intergroupe Francophone du Myélome (IFM) (33).

Le principe de la greffe se déroule en 3 temps. Au départ le sang du patient est enrichi en
progéniteurs CD34+ grace a des facteurs de croissance puis prélevé par cytaphérese et
congelé jusqu’a utilisation : on parle alors de greffon. Par la suite, le patient va subir une
aplasie médullaire grace a une chimiothérapie intensive a base de melphalan. Enfin son
greffon lui est réinjecté. Cette greffe est dite autologue car les cellules réimplantées
proviennent du patient lui-méme. Seuls les patients dits « jeunes » (<65-70 ans) peuvent
recevoir une greffe, le rapport bénéfice/risque étant plus faible chez des patients plus agés.
La premiere étude IFM, publiée en 1996, a été réalisée a Toulouse. Elle a comparé, aupres de
200 patients, I'effet d’'une chimiothérapie de haute dose suivie d’une greffe de CSH a une
thérapie classique de 18 cycles. L'étude conclut a une meilleure réponse de I'association
autogreffe/chimiothérapie contre chimiothérapie seule, avec une survie sans événement sur
5 ans de 28% (versus 10% sous chimiothérapie seule) et un taux de survie globale a 5 ans de
52% (versus 12% sous chimiothérapie seule)(33). L'étude de phase lll, IFM 2009, réalisée sur
700 personnes en France et en Belgique, a permis de mettre en place la stratégie
thérapeutique utilisée actuellement dans le MM (décrite en suivant dans la partie I.E.). Elle
montre une meilleure survie sans progression (69% versus 33%) et une meilleure réponse
complete (58 versus 46%) dans le bras comportant 3 cycles de chimiothérapie + greffe + 2

cycles versus 8 cycles sans greffe(1).
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C. Les thérapies ciblées et traitements ciblant le microenvironnement

Les thérapies cytotoxiques ne sont pas spécifiques des cellules tumorales et ne permettent
pas une éradication complete de la maladie. De plus, elles entrainent un certain nombre
d’effets indésirables du fait de leur action sur toutes les cellules, y compris les cellules saines.
C’est dans cette optique qu’ont été développées les thérapies ciblées aussi appelées thérapies
de « nouvelle génération », le but étant de cibler préférentiellement la cellule tumorale en
agissant soit sur les anomalies spécifiques de chaque cellule tumorale, soit sur son
microenvironnement. Le microenvironnement tumoral correspond a I'environnement proche
de la tumeur et a pour but d’aider les cellules tumorales a se développer.

C’est dans cet objectif que plusieurs classes de thérapies ciblées ont été développées. Elles

seront ici présentées selon leur cible et leur mécanisme d’action sur le MM.

1. Thérapies ciblant les plasmocytes tumoraux

Ces thérapies innovantes cherchent a cibler des anomalies spécifiques de la tumeur. Elles ont
pour but de potentialiser I'effet des chimiothérapies actuellement utilisées et de réduire les

effets indésirables causés par I’action non spécifique des cytotoxiques.
a) Les immunothérapies : les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux (AcMc) sont des molécules produites par le systéme immunitaire
et permettent de déclencher une attaque ciblée. lls agissent en reconnaissant et en
neutralisant des pathogenes mais peuvent aussi induire une cytotoxicité ou une phagocytose
des cellules. lls sont largement utilisés en thérapie notamment dans les cancers, l'isotype IgG
étant le plus utilisé (34). Dans les années 1980, ils sont utilisés pour leur reconnaissance de
marqueurs spécifiques situés a la surface de la cellule tumorale. Ces AcMc sont composés de
2 chaines lourdes et 2 chaines légeres reliées entre elles par des ponts disulfures. En 1975,
Kohler et Milstein ont créé des traitements a partir d’Ac murins (35). Les effets indésirables
étant nombreux, la structure de I'Ac a été changée sur une base plus humanisée voire
totalement humaine. Ces changements ont constitué les différentes classes d’AcMc :
- Les murins, nommés « -momab », sont en totalité d’origine murine. Par exemple le
muromumab, anti CD20, est utilisé dans le traitement des lymphomes non

hodgkiniens ;
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Les chimériques, nommés « -ximab », composés a 60-70% d’origine humaine. Par
exemple l'infliximab, anti TNFo est utilisé dans les maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, la spondylarthrite ankylosante et le
psoriasis ;

Les humanisés « -zumab », composés a 90% d’origine humaine. On retrouve le
bevacizumab, anti VEGF (facteur de croissance endothélial vasculaire) indiqué dans
plusieurs cancers solides, notamment dans le cancer du sein métastatique.

Les humains « -mumab », 100% d’origine humaine. Le daratumumab en fait partie et

son utilisation dans le MM est détaillée plus bas.

Dans les leucémies lymphoides chroniques, les cellules B malignes expriment le CD20,

contrairement aux autres cellules non malignes. Le rituximab, anticorps monoclonal

chimérique utilisé dans les leucémies va cibler le CD20 et permettre une éradication plus

spécifique de la tumeur.

Les médicaments suivants ont une place dans la stratégie de traitement du MM :

Dans le cadre du MM, le plasmocyte malin surexprime le CD38 a sa surface. Le
daratumumab est un anticorps monoclonal humain de type IgGl qui se lie
préférentiellement au CD38 de la cellule tumorale. Il permet la lyse tumorale via une
cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps, une cytotoxicité
dépendante du complément ainsi qu’une phagocytose cellulaire dépendante des
anticorps. La liaison du daratumumab au CD38 entraine également une cytotoxicité
des cellules immunitaires exprimant CD38, telles que les cellules myéloides
suppressives et les lymphocytes régulateurs (B et T).

Le daratumumab a obtenu une AMM en février 2018(36), pour le traitement du MM
aprés une premiere rechute, en association avec une bithérapie par
lénalidomide/DXM ou par bortezomib/DXM. Cette indication fait suite aux études
CASTOR (37) et POLLUX (38). Il est actuellement utilisé dans I'essai de phase Il nommé

CASSIOPEIA dans I'objectif d’évaluer sa place en premiere ligne de traitement du MM.
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L’isatuximab, apparu récemment, il n’a pas encore obtenu d’AMM et bénéficie d’'une
autorisation temporaire d’utilisation (ATU) dans le MM en rechute, en 4™ ligne de
traitement ou plus. C’est un anticorps monoclonal chimérique de type I1gG1 qui se lie
de fagon sélective au CD38. Il agit de la méme fagon que le daratumumab et va en plus
inhiber les LT régulateurs et activer les cellules natural killer (NK). En 2019, il fait I'objet
de 3 études cliniques de phase Ill en adjuvant du traitement actuel, en premiere ligne
de traitement (NCT03617731), chez les patients réfractaires ou en rechute
(NCT03275285, NCT02990338=ICARIA-MM). Le laboratoire pharmaceutique Sanofi
présente des premiers résultats encourageants sur son essai de phase Il « ICARIA-
MM ». lls montrent, sur 307 patients réfractaires ou en rechute une réduction de 40%
du risque de progression grace a |'utilisation de I'isatuximab en combinaison avec le
pomalidomide et la dexaméthasone(39).

L’elotuzumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre I'antigene du sous-
ensemblel CD2 (CS1) humain qui va déclencher une cytotoxicité dépendante des
anticorps. CS1 est une glycoprotéine de surface appartenant a la sous famille CD2 et
fortement exprimée par les plasmocytes malins. Il est en cours d’essai de phase I/Il en
France (FACET HuLuc63-1703) pour évaluer le rapport bénéfice/risque en combinaison

avec le lenalidomide et la dexaméthasone chez des patients en rechute de MM(40).

D’autres inhibiteurs ciblant spécifiquement la tumeur sont en cours d’évaluation aux Etats

Unis : les inhibiteurs du cycle cellulaire, de la transcription, des télomérases et des inhibiteurs

de aurora kinase.

b) Les CAR-T cells

Ce sont des LT autologues qui ont été génétiquement modifiés ex vivo afin de leur faire

exprimer un Récepteurs d’Antigene Chimériques (CAR). Ces derniers sont des récepteurs

recombinants qui peuvent a la fois lier I'antigene et activer le LT. Depuis le début des années

2000, 3 générations de CAR-T ont vu le jour (41):

Les premieres générations de CAR étaient seulement pourvues de récepteurs
activateurs des LT.

Les secondes générations ont vu apparaitre une double signalisation avec des
récepteurs activateurs couplés a des signaux de costimulation.

Les troisiemes générations combinent au moins 3 domaines de signalisation.
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Ces LT, modifiés génétiquement, vont reconnaitre et cibler un antigene tumoral spécifique a
la surface des cellules. Au cours des dernieres années, de nombreuses études ont rapporté
leurs bienfaits dans le traitement des hémopathies malignes, principalement sur des cancers
qui touchent les LB, comme le lymphome ou encore la leucémie, en ciblant le CD19 présent a
la surface des LB(42). Dans le cas du MM, de nombreuses études de phase | ont vu le jour.
Elles cherchent a cibler I'antigene de maturation des LB (BCMA) qui est présent dans la plupart
des cas de MM. L’étude NCT02658929 de phase |, évalue la dose de LT a injecter chez des
patients réfractaires ou en rechute. 33 patients ont regu des doses de cellules CAR-T allant de
50 a 800 millions selon différentes phases. Ce traitement semble efficace car 28 patients
répondent : 15 sont en réponse compléte, 4 patients sont en maladie stable et 1 seul rechute.
Malheureusement 6 des 15 patients en réponse compléte ont rechuté dans les mois qui ont
suivi et on retrouve une PFS de 11,8 mois. 25 nouveaux essais de phase Il et/ou Il sont
actuellement en cours, aux Etats Unis et en Chine, sur de plus grandes cohortes dans le cadre
de patients réfractaires ou en rechute de MM. 3 études de phases Il (NCT04133636,
NCT03361748, NCT03601078) et 1 étude de phase Il (NCT03651128) ont commencé en
France en collaboration avec les Etats Unis depuis 2017/2018. Ce traitement prometteur n’a,
pour linstant, fait ses preuves que sur des patients ayant subi plusieurs lignes de
chimiothérapies et donne des résultats a court terme car les patients rechutent apres
quelques mois de traitements seulement(43). La présence du systeme immunitaire reste
essentielle dans ce type de pathologie. Or aprés plusieurs rechutes les patients se retrouvent
avec un systeme immunitaire affaiblit et une maladie trop souvent résistante a une

immunostimulation.
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2. Ciblant le microenvironnement et les plasmocytes

a) Immunomodulateurs (IMIDs)

La classe des immunomodulateurs (IMiDs) telles que le thalidomide, le Iénalidomide
(REVLIMID®) et le pomalidomide (IMNOVID®), entraine une altération de la production de
cytokines, une régulation de la co-stimulation des LT ainsi qu’une augmentation de la
cytotoxicité des cellules NK(34). Ces traitements agissent sur la sécrétion de cytokines (TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-12) et de protéines pro-angiogéniques (FGF-2 et VEGF)(44). La cible des IMiDs
serait une protéine E3 ubiquitine ligase, le céréblon. En présence des IMiDs, le céréblon se lie
aux protéines substrats tel qu’ikaros et aiolos, qui sont des facteurs de transcription
spécifiques des cellules B. Cela entraine leur ubiquitination puis leur dégradation par le
protéasome(45). Les protéines ikaros et aiolos sont surexprimées dans les tumeurs malignes
lymphoides B notamment dans le MM. Les IMiDs modifient le ratio lymphocytaire T circulant
chez le sujet sain, diminuant les LT « helper » et augmentant les LT cytotoxiques. Ces
médicaments immunomodulateurs augmenteraient le nombre et 'activité cytotoxique des
cellules NK impliquées dans I'immunité antitumorale.

Les IMiDs pourraient donc avoir un réle immunomodulateur mais aussi antitumoral direct en
bloquant la prolifération tumorale par arrét du cycle cellulaire en phase G1 ou en induisant

I'apoptose(44,45).
b) Inhibiteurs du protéasome

Le protéasome joue un réle important dans la régulation des processus intracellulaires et dans
I’'homéostasie de la cellule. Ces protéasomes sont présents dans le cytoplasme des cellules.
Lorsqu’il y a des protéines anormales ou présentes en trop grand nombre, la cellule a 2
stratégies pour les dégrader : via le systeme lysosomial ou via la voie ubiquitine-protéasome.
Dans cette derniere voie, les protéines sont marquées par une protéine appelée ubiquitine
qui sera reconnue par le protéasome et entrainera la protéolyse. Les cellules cancéreuses
guant a elles présentent un dysfonctionnement du cycle cellulaire les rendant insensibles aux
signaux de mort cellulaire. Les inhibiteurs du protéasome entrainent un arrét du cycle
cellulaire provoquant ainsi une accumulation de protéines anormales. Cette accumulation de

protéines induit la mort par apoptose des cellules tumorales. De plus, de nouvelles études ont
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démontré que ces inhibiteurs du protéasome rendraient les cellules tumorales plus sensibles
a la chimiothérapie(46).

Les 2 inhibiteurs utilisés actuellement en pratique inhibent le protéasome en se liant de fagon
réversible pour le bortezomib (VELCADE®), ou irréversible pour le carfilzomib (KYPROLIS®),
sur différents sites du protéasome. Le bortezomib (BTZ) est le premier inhibiteur du
protéasome a avoir été utilisé dans le traitement du MM et constitue toujours le traitement
de premiére intention en association(47,48). Le carfilzomib est quant a lui seulement utilisé
dans les rechutes en association avec le lenalidomide et la DXM. Il a obtenu une AMM dans
cette indication en février 2018(49) suite a I'étude ASPIRE PX-171-009 (50). L’ixazomib
(NINLARO®) a obtenu une AMM récemment, en juillet 2017(51), en association au
lenalidomide/DXM seulement a partir de la 2éme ligne de traitement. Ces résultats font suite
a I'étude de phase Ill TOURMALINE-MMT1 issue d’une cohorte mondiale (Amérique du Nord,
Europe et Asie-Pacifique) qui a prouvé son efficacité en adjuvant de [I'association

lenalidomide/DXM par rapport a I'association seule (52).

c) Les inhibiteurs de I’histone désacétylase

L’état d’acétylation des histones dépend de 2 enzymes : les acétyltransférases d’histone (qui
acétylent I'histone pour garder la chromatine ouverte et permettre ainsi la transcription) et
les désacétylases d’histone (qui désacétylent, rendant la chromatine fermée et donc une
transcription impossible). Les inhibiteurs de I’histone désacétylase sont de nouveaux
antinéoplasiques pouvant corriger la dérégulation transcriptionnelle des genes impliqués dans
I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire. De plus, cette classe ne cible pas seulement les
modifications épigénétiques des histones. De nombreuses études ont montré qu’elles
peuvent agir aussi sur l'apoptose, I'angiogenése mais aussi sur la prolifération et la
différenciation des cellules, les rendant utiles dans les cas de cancers (53).

Les inhibiteurs de I’histone désacétylase sont classés en 4 grandes familles : les acides gras a
chaines courtes, les benzamides, les tétrapeptides cycliques et les dérivés hydroxamiques.
Seule cette derniere classe est utilisée dans le cadre du MM avec le vorinostat et le
panobinostat (FARYDAK®). Une étude de phase Ill a été réalisée sur la combinaison
vorinostat/BTZ versus BTZ seul et montre une meilleure survie sans progression, ou
Progression Free Survival (PFS) avec le vorinostat (7,63 mois versus 6,83 mois

respectivement). Malgré tout, la survie globale reste identique et les effets indésirables
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nombreux (54). Le panobinostat a, quant a lui, obtenu ’AMM en 2016(55) suite a une étude
de phase Il PANORAMA 1 (56) et une étude de phase Il PANORAMA 2 (57). Il est depuis
indiqué dans le traitement du MM en rechute et/ou réfractaire en association avec le
bortezomib/DXM chez un patient qui a recu au moins 2 lignes de traitements. Il conserve
malgré tout, des effets indésirables importants. Il est en cours d’étude de phase Il
PANORAMA_3 pour évaluer [l'efficacité et 3 différentes doses en association avec

bortezomib/DXM.

d) Autres inhibiteurs : Inhibiteurs de mTOR et inhibiteurs de kinases

D’autres inhibiteurs existent mais n’ont pour I'instant pas d’AMM dans le traitement du MM.
Il existe des inhibiteurs de la voie mMTOR comme temsirolimus et everolimus. Temsirolimus a
une AMM dans les carcinomes rénaux et le lymphome des cellules du manteau. Aux Etats-
Unis, ce traitement est en cours d’essai dans le MM en association avec le BTZ dans les
rechutes ou chez les patients réfractaires. Cette étude de phase | et Il montre des résultats
prometteurs avec une moindre survenue d’effets indésirables chez ces patients (58).

Un inhibiteur de kinases, sorafenib est en cours d’essai dans le MM en phase I/Il aux Etats-

Unis (NCT00536575, NCT00687674).

Un schéma récapitulatif des traitements est présenté dans la Figure 1
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Figure 1: Les différents traitements du MM
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D. Les traitements symptomatiques et prophylactiques

Les patients regoivent un traitement symptomatique des complications cliniques liées a la
maladie, appelé traitement de support. Il contient des biphosphonates pendant les 6 premiers
mois de traitement, ainsi que de [I'érythropoiétine et des facteurs de croissance
hématopoiétique granulocytaire humain (G-CSF). Les biphosphonates sont des inhibiteurs de
I'activité ostéoclastique utiles dans le cadre du MM pour diminuer la lyse osseuse. On retrouve
dans cette classe de médicaments, I'acide zolédronique (ZOMETA®) qui en plus d’inhiber la
résorption osseuse a une activité cytostatique directe et pro-apoptotique(59). Le dénosumab
est en cours d’essai mais n’apporte pour l'instant pas d’amélioration supérieure en
comparaison a l'acide zolédronique, en termes de survie globale et de progression de la
maladie(60).

Les traitements prophylactiques des effets indésirables médicamenteux sont adaptés selon le
schéma thérapeutique choisit. En effet en cas de traitement a base de dexaméthasone, un
traitement antibiotique est recommandé (amoxicilline et Bactrim Forte®) ainsi que des
antiviraux (valaciclovir) avec la prise de bortezomib et des IMIDs. Pour la prophylaxie
thromboembolique, de I'aspirine est instaurée (en cas de faibles comorbidités associées) ou
encore des anti-vitamine K ou héparine de bas poids moléculaire (en cas de plusieurs facteurs

de risques associés)(61).

E. Le schéma thérapeutique

La prise en charge thérapeutique est définie en accord avec le patient en lien avec le médecin
sur la base de I’avis rendu en réunion de concertation pluridisciplinaire. Le traitement du MM
se déroule en 3 temps: l'induction, la consolidation et la maintenance. Seul le type de
thérapies differe en fonction de I'age du patient et de l'inclusion ou non dans un protocole
thérapeutique.

Chez un patient de moins de 65-70 ans on associe une chimiothérapie a une autogreffe alors
que chez un patient plus agé, I'autogreffe n’est pas possible (rapport bénéfice/risque
insuffisant). Le choix du type de chimiothérapie sera également orienté selon le profil du

patient.
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Le traitement classique d’un patient de moins de 65-70 ans, non inclus dans un protocole,

comporte :

Une chimiothérapie d’induction a base de BTZ + dexaméthasone + IMIDs (thalidomide
ou revlimid) durant 4 cycles pour réduire au maximum la charge tumorale.

Un prélevement de cellules souches hématopoiétiques autologues est réalisé suite a
une mobilisation de cellules CD34+ par des facteurs croissance quand cela est possible.
Ces prélévements sont réalisés aprés le 3°™¢ cycle de chimiothérapie d’induction.

Une intensification au melphalan suivie d’une autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques.

Un traitement de consolidation équivalent au traitement d’induction si ce dernier a
donné des résultats probants.

Un traitement de maintenance a base de lenalidomide, instauré dans le mois qui suit

la consolidation, pendant 26 cycles (2ans).

Il est représenté en Figure 2.

Chez un patient de plus de 65-70 ans, hors protocole, on instaure seulement une

chimiothérapie qui peut étre :

\4
0

BTZ=Bortezomib
DXM=Dexamethasone
IMIDs= Immunomodulateurs

MP-THAL: Melphalan Prednisone Thalidomide. Schéma historiquement utilisé qui tend
a disparaitre.

Ou MPV: Melphalan Prednisone Velcade® (bortezomib)(62).

Ou REV-DEX : Revlimid® (lenalidomide) + dexamethasone.

Ou VEL-DEX : Velcade® (bortezomib) + dexaméthasone, pour les sujets les plus

fragiles.(61)

Autogreffe

Induction H Consolidation }—
v

Vv

Intensification

3 4

ois

cycles BTZ+DXM+IMIDs

Recueil et — Autogreffe

congélation des
progéniteurs
CD34+

Figure 2: Schéma thérapeutique "classique" du patient <65ans
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F. Evaluation de la réponse au traitement

1. Critéres conventionnels

Le traitement du MM est en constante évolution et les patients répondent plus ou moins bien
aux nouveaux essais cliniques qui se succédent. L’International Myeloma Working Group
(IMWG) a mis en place en 2006 des criteres reproductibles d’évaluation de la réponse aux
traitements(63):
- Des criteres de réponse reposant sur la présence ou non de plasmocytes dans la
moelle osseuse, d’'Ig monoclonale urinaire et sanguine.
- Des criteres de progression de la maladie basés sur les mémes critéres que ceux de la
réponse, complétés par une analyse des lésions osseuses et de la calcémie.
- Des criteres de rechute de la maladie avec une analyse compléte identique a celle du
diagnostic.
lIs sont référencés dans le Tableau 2.

Catégories  Sous-catégorie Critéres

Rémission Idem CR +

compléte - Ratio des chaines légeres libres normal

stringente (sCR) - Immunophénotype plasmocytaire négatif

- Immunofixation sérique et urinaire négative

- Disparition des plasmocytomes dans les tissus mous
- <5% de plasmocytes médullaires

Rémission
compléte (CR)
Réponse au

. Réponse - Ig monoclonale détectable par immunofixation et non
traitement ) , a 5
partielle de détectable en électrophoréese
bonne qualité  Ou - Ig monoclonale sérique diminuée de 90% et Ig urinaire
(VGPR) <100mg/24h

- Ilg monoclonale sérique diminuée de 50%

- Ilg monoclonale urinaire diminuée de 90% ou <200mg/24h
- Réduction de taille des plasmocytomes de plus de 50%

- Augmentation de 25% par rapport a la valeur la plus basse
pour : I'lg monoclonale sérique ou I'lg monoclonale urinaire
ou le pourcentage d’infiltration plasmocytaire (>10%)

- Lésions osseuse (nouvelle ou augmentation de taille) ou
plasmocytome des tissus mous

- Hypercalcémie (calcémie>11,5mg/dL ou 2,65mmol/L)

- Nouvelles lésions osseuses ou extra osseuses

- ou Hypercalcémie (calcémie>11,5mg/dL ou 2,65mmol/L)
- ou Diminution de ’hémoglobine >2g/dL

- ou Augmentation de créatinine sérique >2mg/dL
Tableau 2 - Critéres d’évaluation de la réponse au traitement

Réponse
partielle (PR)

Progression de la maladie

Rechute clinique
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2. La MRD

Grace aux nouvelles thérapies, on observe un taux élevé de réponse complete des patients. Il
a donc été nécessaire de créer de nouveaux criteres de réponses grace a des analyses plus
poussées des cellules tumorales résiduelles dans la moelle osseuse. Il s’agit de I'étude de la
maladie résiduelle minimum (MRD) en utilisant des nouvelles technologies : la cytométrie en
flux (CMF) ou encore le NGS. C’est dans cette optique que I'IMWG a défini des nouveaux
criteres de réponse de MRD négative (Tableau 3)(64). En 2008, Paiva et al publient des
résultats de détection de MRD par CMF sur 295 patients. L’analyse de 125 patients MRD-
versus 170 MRD+ révéele une meilleure PFS (respectivement 71 versus 37 mois), une meilleure
survie globale (respectivement médiane non atteinte versus 89 mois) ainsi qu’une survie sur
5 ans de l'ordre de 60% versus 22% respectivement chez les MRD- versus MRD+(65). En 2018,
Perrot et al confirment ces résultats par analyse des MRD de I'étude IFM2009 sur 700 patients

au début de la maintenance et 12 mois post-greffe(66).

Catégories Critéres

MRD négative dans la moelle osseuse (par
CMF et/ou NGS) et par imagerie.

A confirmer sur un intervalle minimum d’1
an

Absence de clone phénotypiquement
MRD négative en CMF anormal dans la moelle osseuse par CMF
(avec un minimum de sensibilité de 10)
Absence de clone dans la moelle osseuse par
NGS.

MRD négative en NGS Présence d’un clone= séquencage d’au
moins 2 reads identiques en utilisant une
plateforme avec une sensibilité >107

MRD négative dans la moelle osseuse (par
NGS et/ou CMF)

+ Disparition des hyper-métabolismes
MRD négative moelle et imagerie (visible au TEP-scan) ou diminution de la
valeur d’absorption standardisée inférieure
au médiastin ou diminution inférieure aux
tissus mous environnants

MRD négative prolongée

Tableau 3 - Criteres de MRD
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IIl.  Le microenvironnement du MM

L'introduction de nouvelles thérapies et de la greffe de cellules souches hématopoiétiques ont
permis d’augmenter le taux de réponse et la survie globale des patients atteints de MM.
Néanmoins cette pathologie reste incurable, et cibler I'environnement proche de la tumeur
semble nécessaire. Les plasmocytes malins se développent dans la moelle osseuse grace au
support de l’environnement proche appelé microenvironnement. Il se divise en 2
compartiments :

- Un premier compartiment cellulaire composé de cellules dérivées des cellules souches
hématopoiétiques (les lymphocytes, cellules myéloides, les NK, et ostéoclastes) et des
cellules non hématopoiétiques dérivées de cellules stromales de la moelle osseuses
(les fibroblastes, les ostéoblastes, les cellules endothéliales et les vaisseaux sanguin).

- Un second compartiment non cellulaire composé de la matrice extracellulaire et d’un
milieu rempli de cytokines, facteurs de croissances et chimiokines sécrétés par les
cellules du premier compartiment.

Au début de la maladie cet environnement fonctionnel éradique la tumeur mais va ensuite
agir en synergie avec les cellules tumorales pour créer un microenvironnement tumoral(67).
Cet échappement de la tumeur au systéeme immunitaire du sujet fait I'objet d’études et de
développement de nouvelles thérapies, entre autres, via [lutilisation des
immunomodulateurs. L'étude des cellules stromales de la moelle osseuse reste peu
développée cliniquement et présente un enjeu important.

C’est dans cette optique que ce travail sur les cellules stromales mésenchymateuses (MSC) a

été réalisé.
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A. Caractéristiques principales des MSC

En 1974, Friedenstein est le premier a identifier des cellules stromales multipotentes
provenant de la moelle osseuse et précurseurs de différentes lignées du tissus
mésenchymateux(68,69). Ces cellules appelées cellules stromales mésenchymateuses sont
décrites comme multipotentes, c’est a dire capables de se différencier en différents types
cellulaires. Cette transdifférenciation in vitro pourra donner des cellules mésodermiques
(adipocytes, chondrocytes, ostéoblastes) mais aussi endodermiques (cellules musculaires,
cellules pulmonaires) et ectodermiques (cellules épithéliales et neurones). Caplan AL les
considere comme des cellules souches car elles ont, en plus de leur capacité de
différenciation, la capacité de s’auto-renouveler(70). La communauté internationale
scientifique considére ces cellules comme stromales (et non souches) car personne n’a réussi
a prouver leur capacité d’autorenouvelement.

The International Society for Cellular Therapy propose en 2006 des critéres requis pour définir
une cellule comme MSC(71) :

- Leur adhérence au plastique,

- Un phénotype particulier avec I'expression a leur surface d’Ag spécifiques comme

CD105, CD73 et CD90. La non-expression de marqueurs hématopoiétiques tels que
CD45, CD34, CD14 (ou CD11b), CD79 (ou CD19) et le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (HLA-DR),

- Leur capacité a se différencier in vitro en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes.
Décrites au départ comme originaires de la moelle osseuse(70), elles ont été retrouvées
depuis plusieurs années dans différents organes. Elles proviennent de tissus adultes comme
le tissus adipeux(72) et le sang périphérique(73) mais aussi de tissus néonataux comme le sang
de cordon ombilical, la membrane amniotique ou encore le placenta(74,75).

Leur localisation tissulaire affecte leur biologie, c’est pour cela qu’uniquement leur fonction
décrite dans la moelle osseuse sera détaillée.

Outre leur capacité de régénération tissulaire par différenciation en différents types de tissus,
leur réle physiologique est double :

- Elles permettent de créer une niche pour les CSH, elles se différencient pour créer

entre autres des ostéoblastes qui vont se positionner autour des cellules

hématopoiétiques. Elles vont ensuite former une niche, ou du moins un cocon de
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protection autour de ces cellules en les protégeant des signaux extérieurs de
différenciation, d’activation et d’apoptose(76).

- Les MSC gardent cette niche dans un état quiescent grace a leur activité
antiproliférative. Pour bloquer la prolifération des HSC, la MSC peut se différencier en
fibroblastes et chondrocytes et sécréter des facteurs comme de l'interféron gamma
(IFNY) pour inhiber la prolifération des LT par exemple. De plus, les MSC ont aussi la
capacité de moduler 'immunité innée et adaptative de leur environnement direct.
Elles vont pouvoir agir sur différentes cellules immunitaires telles que les LT, les NK,
les LB, les monocytes, macrophages et les cellules dendritiques(77,78).

Les MSC jouent un double réle dans I'inflammation. Selon le contexte elles peuvent étre pro-
inflammatoires ou anti-inflammatoires. En présence d’un environnement inflammatoire, par
exemple avec un taux élevé de TNFa et d’IFNy, les MSC adoptent un phénotype plus
immunosuppressif via la sécrétion de facteurs qui suppriment la prolifération des LT (IDO,
PGE2, NO, TGFp entre autres)(78) et inhibent les NK et les neutrophiles. Dans un contexte
anti-inflammatoire, avec de faibles niveaux en IFNy et TNFa, les MSC vont sécréter des
facteurs (MIP1a, RANTES, CXCL9 et CXCL10) visant a améliorer la réponse des LT et recruter
les lymphocytes sur le site de I'inflammation(78,79).

Elles ont aussi la capacité de polariser les macrophages vers un phénotype pro-tumoral par la
sécrétion de cytokines (IL-8, IL-6, LIF, ...)(80). Par exemple dans le cancer ovarien, Le Naour et
al ont montré que les MSC associées au cancer sont capables de polariser des monocytes sains
vers un phénotype pro-tumoral via la sécrétion de cytokines (IL-8, IL-6, LIF, CXCL1/2, CCL5,
CXCL3, 5 et 6). Inversement, in vivo, lorsqu’ils bloquent le récepteur (CXCR 1/2) a ces
chimiokines, le phénotype des macrophages change pour devenir anti-tumoral(81). D’autres
études, dont celle de Espagnolle et al, montrent que le contact direct entre macrophages anti-
inflammatoires et MSC induit un phénotype particulier des MSC davantage
immunosuppresseur(82). Toutes ces études démontrent que les MSC sont des cellules
modulables, sensibles aux cellules et facteurs sécrétés dans le microenvironnement mais
peuvent elles-mémes modifier des cellules qui le composent, comme par exemple les
macrophages.

De plus les MSC peuvent jouer un réle anti apoptotique, protéger la tumeur et induire des

résistances au traitement.
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B. Thérapies cellulaires utilisant des MSC

Les MSC ont une capacité de régénération tissulaire, un pouvoir immunosuppressif et sont
utilisées en thérapie cellulaire et médecine régénérative. A I'heure actuelle, environ 700 essais
cliniques sont recensés pour l'utilisation des MSC dans les maladies inflammatoires et des
|ésions d’organes.

Dans les maladies orthopédiques, on les retrouve associées a des réparations de fractures
osseuses(83), dans la reconstruction de I'os lors d’ostéonécroses(84), mais aussi dans la
réparation du cartilage et I'ostéoarthrose. 844 greffes de MSC autologues ont été réalisées
dans le traitement d’ostéoarthrite. Ces études réalisées a partir de MSC de patients mises en
culture puis réinjectées au patient montrent leur efficacité, mais surtout un nombre faible
d’effets indésirables(85). 15 patients atteints d’ostéoarthrites du genou ont regu une injection
allogénique intra-articulaire de 40 millions de MSC lors d’une étude clinique de phase I/II
(NCT01586312). Cette intervention a permis d’éviter la chirurgie, une diminution de la douleur
et d’augmenter significativement la qualité du cartilage(86).

Dans les thérapies cardiovasculaires, les MSC jouent un réle dans la reconstruction des cellules
cardiaques. L’'injection intracardiaque de MSC chez 30 patients atteints d’ischémie
myocardique a permis, dans I’étude POSEIDON, d’améliorer les conditions de vie des patients
en améliorant le remodelage ventriculaire(87).

Les MSC sont aussi utilisées dans la réparation tissulaire lors des brulures ou des plaies avec
des programmes comme REBORNE et ADIPOA. Ces cellules ont la capacité de migrer jusqu’au
tissu touché, se différencier et réguler la régénération tissulaire en produisant des facteurs de
croissance, des cytokines et en inhibant les cellules du systéme immunitaire. Néanmoins,
I'utilisation des MSC dans ce type de pathologies nécessite d’autres facteurs pour étre
efficace. Les limites de cette utilisation sont dues au nombre important de cellules a injecter,
a l'origine des cellules (la cellule autologue évite le rejet), aux facteurs de croissance ainsi
gu’au support physique biocompatible et adapté a la plaie(88).

Les MSC montrent aussi leur intérét dans la sclérose en plaque, les lésions de la moelle
épiniére, les accidents vasculaires cérébraux et les maladies neurodégénératives comme la
maladie de Parkinson. Une étude a été réalisée sur 12 patients qui ont recu une
transplantation de MSC bilatérale dans la zone subventriculaire cérébrale (2 millions de

cellules par kilos du patient). Les 8 patients pris en charge au début de leur pathologie ont vu
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des améliorations plus importantes (au niveau des signes cliniques) que les patients pris en
charge plus tardivement, ainsi que I'arrét de progression de leur maladie(89).

Actuellement les recherches se tournent vers leurs caractéristiques immunosuppressives dans
les rejets de greffes. De nombreuses études ont décrit I'impact de I'utilisation des MSC dans
les maladies auto-immunes (comme la polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux
disséminé et la maladie de Crohn) mais aussi dans la maladie du greffon contre I’h6te (GvHD).
Dans un essai réalisé en 2009, 32 patients ont recu 2 ou 8 millions de MSC/kg pour traiter le
rejet de greffon contre I’'hGte : 94% des patients ont répondu positivement au traitement sans
différence significative entre les 2 doses de MSC injectées(90).

De rares études sur le MM ont montré que des MSC provenant de cordon ombilical ou de tissu
adipeux peuvent avoir des effets bénéfiques en réduisant la charge tumorale sur des modeles
in vivo(91).

Le potentiel thérapeutique des MSC s’est considérablement amélioré depuis leur découverte
en 1960 et de nombreux essais thérapeutiques ont vu le jour, et ce grace a leurs propriétés
multipotentes, régénératrices et immunosuppressives. Cependant, leur utilisation dans le

cancer reste en cours d’évaluation.

C. MSC et cancer

Les MSC sont des cellules dites plastiques, elles ont la capacité de moduler leurs fonctions
selon le type de tissus ou elles se trouvent et selon I’'environnement dans lequel elles sont.
Elles sont présentes dans de nombreux tissus et sont connues pour migrer activement vers les
sites de Iésions tissulaires pour participer a leur réparation. Le cancer est considéré comme
une « plaie qui ne guérit jamais » et nécessite donc un recrutement permanent de MSC.
Lorsque la MSC se trouve au niveau du site tumoral, un dialogue bidirectionnel s’installe et
conduit a un changement de phénotype de la MSC vers un phénotype pro-tumoral, on parle
alors de CA-MSC pour MSC associée au cancer (ou encore TA-MSC pour MSC associée a la

tumeur).

1. MSC dans les maladies cancéreuses

Depuis ces dernieres années, plusieurs études se sont intéressées au role physiologique des

MSC dans la carcinogeneése.
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a) Recrutement des MSC par la tumeur

Lorsque la tumeur s’installe dans un tissu (solide ou hématologique) elle va recruter des
cellules du microenvironnement dont les MSC. Shannon K et al ont injecté des MSC murines
(exprimant la luciférase) a des souris porteuses de cancer du sein. lls retrouvent apres 12 jours
une co-localisation de MSC luc+ avec les cellules tumorales(92). Guangwen R et al, ont
reconstitué une moelle de souris irradiée a partir d’une injection intra-osseuse de MSC
provenant de souris transgéniques ou toutes les cellules expriment une protéine fluorescente
verte (GFP). Suite a l'injection de cellules d’une lignée de lymphome (EL4), ils observent un
recrutement important de MSC GFP+ (provenant de la moelle osseuse) au niveau du site
tumoral(93). Les MSC se retrouvent guidées par la tumeur grace aux facteurs sécrétés par
cette derniere. En effet, il est maintenant établi depuis de nombreuses années que la tumeur
sécrete des chimiokines et des facteurs de croissance pour recruter les cellules et créer son
propre environnement. La sécrétion de chimiokines comme les CC-chimiokine Ligand 2 (CCL2),
CCL5, CXC-chemokine ligand 12 (CXCL12) et CXCL16, mais aussi des facteurs de croissance
comme le facteur de croissance 1 ressemblant a I'insuline (IGF1), les facteurs de croissance
basiques fibroblastes (FGF-2), le VEGF, les facteurs de croissance dérivés des plaquettes
(PDGF), les facteurs de croissance transformants-f (TGFP)(94) par la tumeur permet le
recrutement des MSC. Les différents facteurs responsables du chimiotactisme des MSC

dépendent du type de cancer et de la composition du microenvironnement tumoral.

b) Communication Bidirectionnelle pour créer des CA-MSC

Au niveau du site tumoral, une communication s’établit entre les MSC et la tumeur permettant
ainsi sa croissance, sa survie et la migration de cellules métastatiques par la suite vers d’autres
organes. Une fois la MSC modifiée par la tumeur, on parle de CA-MSC pour MSC associées au
cancer.

Mandel et al montrent que la co-injection de MSC avec des cellules de cancer ovarien dans
des souris immunodéficientes entraine une augmentation de la croissance tumorale 10 fois
plus importante et améliore leur capacité métastatique(95).

Dans les cancer ovariens, Castells et al montrent que les CA-MSC favorisent I'angiogeneése
permettant ainsi d’accélérer la croissance tumorale via notamment la sécrétion de cytokines
pro-angiogéniques, IL-6, IL-8 et VEGF, par les cellules tumorales mais aussi par les

macrophages(80). Une revue de Kristin A et Charis Eng explique que les MSC sécrétent des
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protéines morphogéniques osseuses (BMP) importantes pour la différenciation des cellules
souches et pour la prolifération des cellules tumorales(96).

Dans la plupart des cancers on retrouve une inflammation importante au niveau du site
tumoral organisée pour contrer la tumeur. Cette derniére va donc recruter des MSC pour
réduire I'immunostimulation présente, notamment dans les cancers solides. Les CA-MSC sont
capable de sécréter des facteurs qui vont polariser et modifier d’autres cellules présentes dans
le microenvironnement, comme par exemple les macrophages. Dans un modele murin de
lymphome, les CA-MSC présentes au niveau du site tumoral expriment un niveau important
de cytokines telle que I'IL-5, IL-6, CXCL1, CCL2, CCL7, CCL12 et VEGF. CCL2, CCL7 et CCL12 sont
des chimiokines ligands de CCR2 exprimées a la surface des monocytes et des macrophages
pro-tumoraux. Les MSC, via ces cytokines, vont chimio-attirer les monocytes et macrophages
au niveau de la tumeur(93).

En résumé, un dialogue bidirectionnel s’installe entre la tumeur et les MSC via un contact
direct cellule-cellule ou via la sécrétion de cytokines, d’autres facteurs de croissance ou encore
d’exosomes. Cette interaction permet principalement de promouvoir la croissance tumorale
via I'angiogenese, 'immunosuppression mais surtout grace au dialogue avec les autres cellules

du microenvironnement.

2. MSC dans le MM

Dans le cadre du MM on retrouve un phénotype particulier de ces MSC qui a été décrit comme
différent des MSC de donneurs sains et pourrait jouer un réle dans le développement de la

tumeur(97-100).
a) Origine et phénotype des MM MSC

L'origine des MSC associées au Myélome (MM-MSC) n’est pas encore totalement établi. Les
MSC étant des cellules tres plastiques, elles pourraient soit devenir pro-tumorales suite a une
éducation par les cellules tumorales et/ou le microenvironnement tumoral, soit étre déja pro-
tumorales au départ et favoriser I'installation des plasmocytes malins.

Dans les premieres études qui établissent le lien entre MSC et MM, Gunn et al montrent que
des MSC saines produisent différentes cytokines dont I'lL6. Lorsque des lignées de MM sont
mises en présence de sécrétomes de MSC saines, les cellules tumorales expriment fortement

la Dickkopf-1 (DKK1) qui inhibe la différenciation des MSC en ostéoblastes(101). Il est donc
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possible que I'environnement des MSC au départ soit propice au développement du
plasmocyte. En 2014, Garcia-Gomez A et al ont analysé le profil transcriptomique des MSC
(malades ou saines) en présence ou en absence d’une lignée plasmocytaire (MM1S). 2583
genes sont retrouvés différentiellement exprimés entre des MSC en co-culture avec cette
lignée et des MSC en monoculture, qu’elles proviennent de patients atteints de MM ou de
donneurs sains. Dans cette liste de génes on retrouve principalement des génes surexprimés
par la co-culture comme par exemple des chimiokines (CXCL1, CXCL5 et CXCL6). Ces
chimiokines sont impliquées dans la prolifération des plasmocytes et la promotion de
I’'angiogenése. D’autres genes impliqués dans la prolifération des plasmocytes (CCL2, CCL3,
CDA44, EXT1, FN1, HAS2, HGF, IL1b, IL6, IL8, IL16), dans I'activation des ostéoclastes (CCL2, 3,
4, 20, CHSY1, IL1b, IL6, IL32, LIF) et dans l'inhibition des ostéoblastes (CCL3, EREG) sont
retrouvés surexprimés par les MSC en présence de MM15(102). Cette étude nous montre que
les plasmocytes malins sont capables de modifier les MSC pour promouvoir leur croissance

tumorale au sein de la moelle.

b) Différence entre MM-MSC et HD-MSC

Comprendre les mécanismes qui permettent d’expliquer la transformation phénotypique
d’'une MSC saine vers une MM-MSC et les modifications de sécrétomes associées
permettraientt de mieux comprendre et cibler les MSC dans le MM. Pour cela, différentes
études ont analysé les différences qui existent entre des MSC dites saines (HD-MSC) et des
MM-MSC.

En 2001, Wallace R est le premier a montrer une différence entre des MSC de MM et des MSC
de donneurs sains: il parle alors de cellules progénitrices mésenchymales. Il analyse les
cytokines sécrétées par des MSC de patients au diagnostic de la maladie. Il note que les MM-
MSC expriment plus de cytokines IL1[3 et TNFa que les HD-MSC(97).

En 2007, un profil d’expression génique a permis de comparer le transcriptome de MSC saines
a celui de MSC isolées de moelle de patients. Corre et al ont mis en évidence 145 genes
différentiellement exprimés entre MM-MSC et HD-MSC dont 94 sont retrouvés surexprimés
par les MM-MSC. On retrouve une surexpression des facteurs de croissance déja décrits
comme impliqués dans le MM (IL1J, IL-6 et DDK1) mais aussi des nouveaux facteurs de
croissance comme GDF15 qui augmentent la survie des plasmocytes malins (de lignées et de

patients)(99,103).
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Concernant les altérations génomiques des MM-MSC, Garayoa et al ont réalisé une
hybridation génomique comparative (CGH array) sur 21 patients versus 12 donneurs sains.
Quelques régions sont retrouvées altérées dans les MSC de MM mais ne sont pas en
corrélation avec le pronostic du patient ou encore avec les altérations retrouvées dans les
plasmocytes malins(104).

D’autres différences sont rapportées, notamment une augmentation de I'expression de genes
associés a la sénescence (senescence-associated [-galactosidase), une augmentation de la
capacité a supporter la croissance hématopoiétique (CD34+)(105) et une capacité
immunosuppressive modifiée(106).

Toutes ces études nous prouvent que les MSC de MM sont génétiquement et
fonctionnellement différentes des MSC saines probablement dans I'optique de favoriser la

croissance tumorale.

c) Effet des MM-MSC dans le MM

(1) Expression de cytokines
Les MM-MSC sont capables de promouvoir la croissance tumorale via différents mécanismes.
La premiere est la sécrétion de facteurs de croissance et de chimiokines comme I'IL-10, TNFa,
facteur de croissance hépatocytaire(HGF) (107) ou encore GDF15(103) et I'lL-6(101). En 2009,
McNee a identifié un transcrit hautement up régulé chez les MM-MSC, PADI2 qui induit
directement une augmentation de I'expression d’IL6 par les MM-MSC(108).
Dans la physiopathologie du MM, on retrouve une balance ostéoblastes/ostéoclastes
dérégulée vers une augmentation en ostéoclastes qui induit des lésions osseuses. Comme
décrit précédemment, les MM-MSC perdent cette capacité a se différencier en
ostéoblastes(99,100) et sécretent des cytokines qui vont favoriser le développement des
ostéoclastes comme IL1[3, IL6, IL17, CCL3, CCL4, facteur dérivé du stroma 1 (SDF1), TNFa.,...
(2) Effet sur I'apoptose
En 2010, Wang a montré que le contact direct de MSC avec des lignées de MM entraine une
surexpression de la survivine impliquée dans I'inhibition de la mort par apoptose des cellules
tumorales(109). Ces résultats indiquent donc que les MSC supportent la croissance tumorale

en inhibant la mort des plasmocytes médiée par la survivine.
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(3) Communication via des exosomes
Les MSC (HD ou MM) peuvent aussi communiquer avec les plasmocytes via des exosomes. Ces
exosomes correspondent a de petites vésicules (de quelques nanometres) qui sont produites
par différentes types de cellules et relachées dans le milieu extracellulaire. Dans le cadre du
MM, Roccaro et al montrent que des exosomes dérivés de MSC malades favorisent la
prolifération de lignées plasmocytaires alors que celles provenant de MSC saines réduisent
cette prolifération(110).

(4) Expression des protéines de la matrice extracellulaire
Différentes études ont montré que les MM-MSC expriment plus de collagene IV, fibronectine
et molécule d’adhésion des cellules vasculaires (VCAM-1) que les HD-MSC(97,99). Les
plasmocytes et les MSC dialoguent par contact direct grace a des molécules de surface VCAM-
1 pour les MSC et I'intégrine a4P1 very late antigen 4 (VLA-4) pour les cellules de MM. Cette
interaction semble étre impliquée dans I'inhibition de I'ostéoblastogenese mais également

dans le développement de la tumeur(111).

(5) Immunomodulation et MSC
Dans un contexte inflammatoire, c’est-a-dire en présence de LT activés provenant de cellules
mononucléaires de sang périphérique (PBMC) de donneurs sains, les MM-MSC perdent leur
capacité d'immunosuppression(112). Li et al suggerent une diminution de la capacité
inhibitrice des MM-MSC. Les LT, en présence de MM-MSC, expriment des marqueurs
d’activation tels que CD29 et CD69 contrairement a ceux présents avec des HD-MSC. De la
méme fagon, la mort des LT par apoptose est plus importante en présence des HD-MSC. Leurs
résultats suggerent aussi que ces LT provenant de patients atteint de MM peuvent interagir
avec des MSC saines et induire une diminution des facteurs de différenciation ostéoblastiques
des MSC (phosphatase alcaline, RunX2 et ostéocalcine) (112). Giallongo et al s’intéressent a
I’effet immunosuppressif sur un autre type de cellules, les cellules suppressives dérivées de
granulocytes myéloides (G-MDSC). Dans leur cas, seule les G-MDSC qui ont été éduquées avec
des MM-MSC sont capables de bloquer la prolifération des LT. L'effet immunosuppressif

pourrait provenir de I'éducation de la MM-MSC(106).
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ETUDE DES MSC DE PATIENTS DANS LA RECHUTE DU MM

Contexte de I'étude

A. Intérét de I'étude

Comme décrit précédemment, les MSC semblent étre continuellement recrutées pour devenir
un compartiment a part du microenvironnement tumoral. Elles vont jouer un réle dans
Iinitiation et la promotion des plasmocytes malins et influencer le reste du
microenvironnement tumoral. Leur impact sur la progression de la maladie suite au
traitement et/ou dans la rechute souléve encore de nombreuses questions. Pour répondre a
cette question, nous avons procédé ainsi :

- Dans un premier temps, nous avons défini des criteres pour organiser une cohorte de
patients atteints de MM la plus homogene et représentative possible. Dans ces
criteres, on retrouve un choix en termes de types de traitements regus et en termes
de type de patients (en rechute ou non).

- Dans un deuxieme temps, les cellules ont été mises en culture comme décrit dans la
littérature(71) et récupérées 21 jours plus tard pour réaliser une étude
transcriptomique.

- Enfin, une analyse bioinformatique de ce transcriptome a été réalisée pour mettre en
évidence des modifications des voies de signalisation au cours du traitement des
patients.

Ces analyses nous ont permis de mettre en lumiere des différences d’expressions géniques
entre des MSC issues de différents patients (des patients au moment du diagnostic et des
patients en fin de traitement) mais aussi de noter une différence d’expression entre des MSC
venant de patients atteint de MM ou de donneurs sains. Des analyses biologiques sont
nécessaires pour déterminer I'impact de I'activation des voies de signalisation découvertes

dans cette analyse, dans l'influence des MSC dans la progression tumorale.
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B. Objectifs de I'étude

L’objectif principal de I'étude était de comparer le génotype et le phénotype des MSC de
patients dits en rémission suite au traitement face a des MSC de patients prélevées au
moment de la rechute afin d’identifier une implication potentielle des MSC dans la rechute.

Dans le cas ol une différence pouvait étre notée, I'objectif secondaire de cette étude était de
d’identifier les voies de signalisation activées par les genes différentiellement exprimés et
évaluer leur influence dans la progression de la maladie (mécanistique et mise en évidence de

biomarqueurs de récidive).

Il. Matériel et méthodes

A. Sélection des données

Cette étude a été réalisée sur des prélevements de moelle osseuse de patients regus a
IInstitut Universitaire de Cancérologie de Toulouse — Oncopole (IUCT-0). Toutes les données
sont issues de patients pour lesquels un prélevement de moelle osseuse a été réalisé et
envoyé a l'unité onco-génomique du Myélome (UGM) de Toulouse en vue de diagnostiquer
une possible rechute apres le traitement.
Nos échantillons proviennent d’une banque de prélevements de moelle osseuse congelés a
été réalisée au laboratoire depuis plusieurs années et mise a disposition, ainsi que des
prélevements quotidiens recus tous les jours au laboratoire.
Une analyse rétrospective des dossiers de 'ensemble des patients enregistrés a Toulouse et
présents dans la banque a été réalisée en utilisant le Dossier Patient Informatisé (DPI) présent
sur l'interface informatique du Centre Hospitalo-Univeristaire (CHU) de Toulouse. Les données
recueillies pour chaque patient sont :

- Nom, prénom, date de naissance, sexe

- Date de prélevement de moelle

- Type de prélevements : diagnostique/post greffe et date en mois apres la greffe

- Type de protocole de chimiothérapie recue au diagnostic de la maladie

- Patient éligible ou non a I'autogreffe et si oui, la date de greffe

- Type de consolidation recue avec la date de début

- Rechute s’il y a lieu, avec la date de rechute biologique
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- Analyses biologiques d’lg sérique et urinaire et myélogramme

Une cohorte homogeéne a donc été créée sur la base de patients ayant regu une
chimiothérapie d’induction de 3 a 5 cycles de VTD, puis une autogreffe suivie ou non d’une
consolidation. Les patients ont été regroupés en 4 groupes : les diagnostiques (D avec n=12),
les rechutes précoces (ER avec n=9), les Rémissions (R avec n=10) et les donneurs sains (HD
avec n=10). Les Tableaux 5 et 6 regroupe les caractéristiques des patients et des moelles
osseuses prélevées.

Ces prélevements de patients sont obtenus conformément aux dispositions de la loi n°94-549
du 1° juillet 1994, référé dans le dossier n°16.500Ter du projet « Patients atteints de
Myélomes Multiples : Recherche d’une association entre modification
moléculaire/immunologique et survie des patients ».

Ces résultats ont été comparés a une banque de moelle osseuse de donneurs sains. Il s’agit de

prélevements de moelle osseuse achetés a I'étranger.
B. Méthodes d’intervention

1. Culture cellulaire

Les moelles osseuses sont recues a I’UGM ou les plasmocytes sont triés par billes magnétiques
CD138 sur un autoMACS Pro séparator (miltenyi Biotec®). Il en ressort une fraction positive
(F+), contenant les plasmocytes malins, utilisée pour I'analyse cytogénétique et une fraction
négative (F-) utilisée pour I'analyse du microenvironnement. Cette F- est centrifugée puis subit
une lyse des globules rouges pour en ressortir les cellules mononuclées de la moelle. Ces
cellules sont ensuite ensemencées dans des flasques en plastique a une concentration de 100
000 cellules/cm2 avec du milieu de culture nommé MEMa contenant du Minimum Essential
Media o supplémenté en Sérum de Veau Fcetal non décomplémenté (10%) et de la
ciprofloxacine (0,5%). Les MSC sont ainsi sélectionnées par leur capacité a adhérer au
plastique. Le milieu complet est changé 2 fois par semaine pendant 21 jours. A l'issue de cette
culture, les MSC sont décollées avec de la trypsine + Ethylénediaminetétraacétique puis
comptées pour étre congelées dans 350uL d’un Buffer de lyse (composé de guanidine-

thiocyanate avec 0,1% de Pmercaptoethanol).
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2. La cytométrie en flux (CMF)

Une partie des cellules lysées est marquée grace a des Ac couplés a un fluorochrome. Ces Ac
reconnaissent spécifiquement des récepteurs présents a la surface des MSC. Les Ac utilisés

sont référencés dans le tableau ci-dessous :

Longueur
Laser Chanel d'onde Antigéne | Dilution Clone Références
d'émission
uv BUV395 379/28 CD14 1/100 ME&P9 BD Biosciences 563561
BV421 421 CD138 1/200 MI15 BD Biosciences 562935
Violet BV510 510 CD45 1/100 HI30 BD Biosciences 563204
BV711 710/50 CD20 1/100 | MRC-OX-104 | BD Biosciences 743086
FITC 519 Viability | 1/1000 Ozyme BLE423112
Blue PerCpCy5.5 695 CD90 1/100 5E10 BD Biosciences 561557
Yellow/Green PE 578 CD105 1/100 SN6 eBioscience 12-1057-42
APC 660 CD73 1/100 AD2 BD Biosciences 560847
Red APCcy7 785 CD11b 1/100 ICRF44 BD Biosciences 557754

Tableau 4: Références des Ac utilisés en CMF

Les Ac présentés ci-dessus sont préparés ensemble a différentes dilutions notées dans le
Tableau 4 dans une solution appelée tampon FACS. Ce tampon FACS contient du tampon
phosphate salin appelé PBS associé a 15% de Sérum de Veau Foetal et 2,5mL
d’Ethylénediaminetétraacétique (0,5M). 50uL de ce mélange d’Ac est utilisé pour marquer
environ 10 000 MSC pendant 30 minutes a 4°C a I'abris de la lumiere. Le marquage est ensuite
lavé avec du FACS Buffer puis centrifugé 5 minutes a 1500 rotations par minute. Chaque type
de MSC est repris dans 200uL de FACS buffer et analysé sur un cytometre FORTESSA X20. Un
controle pour chaque Ac d’intérét est réalisé et se nomme Fluorescence moins 1 (FMO). Il
correspond au mélange d’Ac sans I’Ac d’intérét. Par exemple pour la FMO de CD90, il y a dans
le mélange les Ac ciblant CD11b, CD14, CD138, CD45, CD20, CD73, CD105 et viability. Cette
FMO permet de connaitre le « négatif » de I’Ac d’intérét, ici de CD90, avec tous les autres

fluorochromes qui peuvent perturber la fluorescence de ce dernier.

3. Extraction ARN

L’ARN des différents prélevements de MSC est ensuite extrait grace au RNeasy Micro Kit
(Qiagen, ID : 74004). Brievement, les cellules sont lysées, homogénéisées puis passées sur une
membrane de silice qui retient I’ARN (Acide RiboNucléique), les contaminants extérieurs sont

nettoyés par lavage et ’ADN génomique est digéré par de la désoxyribonucléase | (Qiagen,
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ID : 15200-50). L’ARN est ensuite élué dans 30uL d’eau puis quantifié par Nanodrop 2000 et

son intégrité est vérifiée sur un Agilent 2100 Bioanalyzer.

Prélévement de moelle osseuse Tri cellulaire Analyse cytogénétique

| Cellules
l L
mononuclées

l 21 jours culture

changement de milieu 2x/sem
Cellules du microenvironnement

S MSC

@ Plasmocyte (CD138-)
@ NK

@ Lymphocyte T/B
Cellule dendritique

Macrophage -
) Puces Affymetrix

Figure 3: Schématisation de l'isolation des MSC a I'analyse transcriptomique

La moelle osseuse est prélevée au niveau du sternum du patient puis triée avec des billes
magnétiques CD138. La fraction positive (F+) est utilisée pour I'analyse cytogénétique
pronostique et la fraction négative (F-) pour la recherche sur le microenvironnement tumoral.
Cette F- est centrifugée pour en récupérer les cellules mononuclées qui sont ensemencées sur
flasque. Aprés 21 jours de culture, les cellules sont décollées par de la trypsine. Le

transcriptome est analysé sur des puces Affymetrix.
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4. Puces affymetrix

L’analyse transcriptomique est réalisée sur des puces a ADN Affymetrix (GeneChip® 3’ IVT
PLUS Reagent Kit). 100ng d’ARN total est mis en présence d’'une queue poly-A RNA control
puis une reverse transcription primée par un oligodT est réalisée sur thermocycler (Veriti
Thermal Cycler Applied Biosystems) pour synthétiser un premier brin d’ADN complémentaire
(ADNCc) simple brin. Sur le méme thermocycler, on utilise ensuite un mélange a base d’RNase
H qui va dégrader I'ARN, et d’ADN polymérase qui va synthétiser le second brin d’ADNc et va
servir de matrice pour la transcription. Par la suite, I’ARN polymérase T7 est utilisée pour
synthétiser et amplifier ’ARN complémentaire par transcription in vitro de la matrice d’ADNc
du second brin. Ce brin d’ARNc est purifié pour éliminer les enzymes, les sels, les phosphates
inorganiques et les nucléotides non incorporés pour étre ultérieurement fragmenté. Pour
cette étape de fragmentation, ’ARNc purifié est fragmenté par des cations divalents a 94°C.
Finalement cet ARN fragmenté est hybridé sur des puces 20X Hybridation (Thermofisher
902162). Les étapes clefs de notre protocole d’étude (une fois I'extraction des ARN réalisée)

sont détaillées dans la figure ci-dessous.
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Figure 4: Synthése de I'hybridation sur puces Affymetrix
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C. Méthodes d’analyse

Les données générées selon les groupes prédéfinis auparavant (cf 1I.A) ont été converties en
données informatiques pour en sortir des expressions de génes. Ces données ont ensuite été
filtrées et normalisées sous R avec différents packages :

- affy: permet de traduire des intensités en données brutes d’expression, filtre les
données, normalise via la méthode Robust Multiship Average (RMA) et crée une
matrice d’expression de genes par analyse d’expression différentielle

- biomaRt: traduit les numéros de sondes en nom de genes en utilisant la base de
données Ensembl

- gplots : permet de visualiser ces données sur des heatmaps

- FactoMineR : permet de visualiser ces données sur des analyses en composantes
principales (PCA)

Une analyse d’expression différentielle a été réalisée pour permettre la comparaison des
différents groupes. Des heatmaps ou « carte de chaleur » ont ensuite été générées. Elles
correspondent a une représentation analytique utilisée pour visualiser des données, ici pour
visualiser les différences d’expression de genes entre plusieurs groupes. De plus, une PCA a
permis une analyse factorielle et la visualisation des corrélations entre les différentes MSC. La
PCA correspond a une méthode d’analyse statistique multivariée qui permet de transformer
des variables liées entre elles en nouvelles variables, dites en « composantes principales »,
non liées les unes aux autres. Dans cette analyse, les données d’expression géniques sont
regroupées en différentes variables permettant ainsi de passer de nombreuses variables (X
génes exprimés) en une nouvelle variable (groupements de génes exprimés de la méme facon
dans un méme groupe de MSC). Elle maximise la variation entre les groupes c’est a dire qu’elle
prend ce qui est identique et ce qui est différent pour regrouper les groupes entre eux.

Les données sont représentées lorsque les différences sont significatives avec une p valeur
ajustée <0,05 et un fold change d’expression (FC) compris entre 0,5 et 2. C’'est-a-dire que les
données utilisées pour cette analyse comprennent des expressions de génes sur ou sous
exprimés d’un groupe par rapport a un autre plus de 2 fois.

Les listes de genes qui en ressortent sont analysés grace au logiciel en ligne Panther.
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IIl. Résultats

A. Choix de la cohorte

Le MM est une maladie extrémement hétérogene sur le type de traitement, I'dge de survenue
et le type de rechute. Il a donc fallu, pour cette étude, sélectionner des criteres d’inclusions
des patients pour réaliser une cohorte le plus homogéne possible en termes de type de
traitement, d’age et date de survenue de la rechute. Les données sont regroupées dans le

Tableau 5.

ER1 H 64 4VTD/greffe/2VTD 14

ER2 H 56 3VTD/greffe/2VTID 9

ER3 F 65 4VTD/greffe/2VID 23

ER4 H 42 4VTD/greffe/2VTID 18

ER5 F 54 4VTD/greffe/NR 24

ER6 F 50 4VTD/greffe/2VID 12

ER7 F 61 4VTD/greffe/2VID 12

ER8 F 59 VTD/greffe/NR 15

ER9 F 64 4VTD/greffe/VID 19

Rechute : Non (depuis années)
Oui (Date années)

R1 H 54 VTD/greffe/NR 13 Oui (5ans)
R2 F 65 4VTD/greffe/NR 22 Non (6ans)
R3 F 62 VTD/greffe/NR 5 Non (5ans)
R4 F 52 4VTD/greffe/VTD 6 Non (5ans)
R5 F 65 4VTD/greffe/NR 24 Ovui (4ans)
R6 H 67 VTD/greffe/NR 14 Non (6ans)
R7 F 64 4VTD/greffe/VID 12 Non (5ans)
R8 F 63 4VTD/greffe/NR 21 Non (4ans)
R9 F 59 5VTD/greffe/2VTD 8 Non (5ans)
R10 H 56 4VTD/greffe/NR 24 Non (4ans)

Tableau 5 : Caractéristiques des patients inclus

L’dge, le sexe, le type de traitement, la rechute ou non pour les patients en rémission ainsi que
la date de prélévement en mois post greffe sont renseignés dans ce tableau. Le chiffre avant
le type de cycle renseigne le nombre de cycles recus, lorsqu’il n’est pas présent c’est que les
données du patient n’étaient pas disponibles. De la méme facon, le type de consolidation n’est
pas toujours disponible. (ER : Rechute précoce ; R : Rémission; VTD : Velcade, Thalidomide,

Dexaméthasone ; NR : Non Renseigné ; ttt : traitement)
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L’age moyen de diagnostic de la maladie dans chacun des groupes est de 5717 ans et 6015
ans chez les patients en rechutes et les patients en rémission respectivement. lls ont tous regu
une induction avec au moins 3 cycles de VTD puis une autogreffe. On retrouve 67% et 70% de
femmes chez les patients en rechute et ceux en rémission respectivement. Notre cohorte est
donc homogene en termes d’age, de sexe des patients et du type de traitement regu.

Dans un premier temps nous avons voulu comparer le transcriptome des MSC prélevées sur
un méme patient tout au long de son traitement (diagnostic, post-greffe et rechute) c’est-a-
dire des prélevements de patients dit appariés. Malheureusement cette analyse n’a pas pu
étre réalisée compte tenu du nombre important de prélevements non exploitables issus de la
banque (trop peu de cellules aprés remise en culture) et il a été difficile de trouver des patients
homogenes en termes de traitements. Nous avons donc décidé de comparer des patients dit
« non appariés » c’est-a-dire différent entre diagnostic et post greffe.

Ainsi, nous avons sélectionné des prélevements de moelle osseuse de patients et nous les
avons séparés en différents groupes :

- Des patients prélevés au diagnostic du MM ou D (n=12). Ce groupe joue le réle de
controle et permet de comparer nos analyses avec celles déja publiées(99). Les
patients sont prélevés au diagnostic de la maladie, avant tout traitement ;

- Des patients prélevés lors de leur rechute (groupe « rechute précoce » ou ER) (n=9).
Dans ce groupe on retrouve des prélévements de patients récupérés au moment de la
rechute biologique définit dans le Tableau 2 par la « progression de la maladie » (cf
II.LF.1). lls sont appelés « rechute précoce » car ils sont récupérés entre 5 mois et 2,5
ans post greffe ;

- Des patients en rémission lors du prélevement (3 ans minimum post-greffe). Ce groupe
est appelé « en rémission » ou R (n=10). Pour ce groupe, les patients sont dits en
rémission s’ils n’ont pas rechuté dans les 3 ans post greffe. Pour le suivi des patients,
nous ne pouvons en général pas aller au-dela de 6 ans car les premiers prélevements
ont étés congelés en 2012 et les plus exploitables en termes de cellules remontent a
2013/2014;

- Des prélevements de donneurs sains ou HD (n=10). Ce groupe est constitué de moelles
osseuses de donneurs sains achetées a I'étranger. En effet, dans les études publiées
qui comparent des MSC de MM avec des MSC de prélevements de moelles saines sont

souvent issus de prothéses totales de hanche (PTH) et donc de préléevements de fémur.
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Or dans le MM, le prélevement de moelle est réalisé au niveau du sternum. De
nombreuses études montrent que les MSC sont différentes selon leur origine(73-75),
c’est donc pour cela que nous avons utilisé des moelles saines provenant de
prélevements réalisés au niveau du sternum. De plus les donneurs sont normalement
exempts de pathologies contrairement aux prélevements de PTH qui sont souvent tres

inflammatoires.

HD1 H 32 Sain
HD2 H 20 Sain
HD3 F 27 Sain
HD4 F 34 Sain
HD5 H 33 Sain
HD6 H 24 Sain
HD7 H 28 Sain
HD8 F 24 Sain
HD9 F 27 Sain
HD10 H 23 Sain
D1 F 50 Diagnostique
D2 F 54 Diagnostique
D3 H 42 Diagnostique
D4 H 54 Diagnostique
D5 F 57 Diagnostique
D6 H 50 Diagnostique
D7 H 37 Diagnostique
D8 F 50 Diagnostique
D9 H 48 Diagnostique
D10 H 59 Diagnostique
D11 H 52 Diagnostique
D12 H 59 Diagnostique

Tableau 6: Caractéristiques des donneurs sains et des patients au diagnostic

L’age moyen de diagnostic de la maladie est de 51+6,5 ans et 27+4 ans chez les donneurs
sains. Les patients au diagnostic de la maladie ont une moyenne d’age homogene a la cohorte
de rechute et de rémission alors que la moyenne d’age des donneurs sains est plus faible. Ce
biais est pris en compte dans les analyses. Notre cohorte est donc le plus homogéne possible

en termes d’age et de sexe des patients.
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Post traitement
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Figure 5: Schématisation du recueil des prélevements de patients

Le type de thérapie recue est schématisé dans cette figure. Les moelles osseuses sont
prélevées sur des patients au diagnostic (D BM-MSC), a la rechute précoce (ER BM-MSC) et
en rémission (R BM-MSC).

B. Isolement et phénotypage des MSC de patients

1. Isolement des MSC a partir de moelle osseuse de patient

Une fois la cohorte créée, il a fallu isoler les MSC de la moelle des patients. Comme décrit dans
Il. Matériel et méthodes, nous recevons a I’'UGM des moelles osseuses de patients qui sont
triées, en fraction positive (F+), par leur marqueur de plasmocytes malins : le CD138. Le reste
de la moelle contenant le microenvironnement tumoral, aussi appelée fraction négative (F-),
est, quant a elle, utilisée pour la recherche au laboratoire. Dans ce microenvironnement on
retrouve entre autre des MSC, des lymphocytes, des monocytes, des cellules dendritiques, des
NK, des érythrocytes mais aussi quelques cellules tumorales qui expriment faiblement leur
CD138(113). Pour éliminer les hématies, une lyse érythrocytaire est réalisée avant la mise en
culture des autres cellules dans des flasques en plastique. Les MSC vont adhérer au plastique
et se mettre a proliférer. Les autres cellules du microenvironnement ainsi que les cellules
tumorales restantes sont éliminées deés le premier lavage car non adhérentes au plastique.
Seuls les monocytes-macrophages ont aussi cette capacité d’adhésion. A 10 jours
d’ensemencement, les MSC sont décollées avec de la trypsine car elles forment des unités
formants des colonies (CFU) et sont ré-étalées sur une méme flasque. Les monocytes-

macrophages sont connus pour étre résistants a la trypsine et sont donc rapidement éliminés.
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2. Phénotypages des MSC obtenues

Pour confirmer le phénotype des MSC isolées sur flasques, une analyse des marqueurs de
surface a été réalisée. Par cytométrie en flux (CMF) on observe un amas homogene de cellules
de taille importante, positives pour les marqueurs spécifiques des MSC : CD90, CD73, CD105
et négatives pour des marqueurs hématopoiétiques (CD45), plasmocytaires (CD138), des LB

(CD20) et des monocytes-macrophages (CD14, CD11b) (Figure 6).
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Figure 6: Expression des marqueurs de surface des MSC

L’analyse des MSC par CMF révéle que les cellules présentes en culture sont négatives pour les
marqueurs CD14, CD11b, CD138, CD20 et CD45 et positives pour les CD73, CD90 et CD105 aussi
bien sur les préléevements de moelle osseuse de patients (A) que de donneurs sains (B). Les

marqueurs positifs CD73, CD90 et CD105 sont présentés (C) par rapport au contréle FMO.

Ainsi, nous avons pu montrer que nos conditions de prélevements de moelle osseuse et de
culture cellulaire nous permettaient d’obtenir des cultures homogenes de MSC. Cette
condition essentielle étant vérifiée, nous avons entrepris de déterminer leur role dans la

rechute du patient atteint de MM.
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C. Analyses transcriptomiques

Afin d’étudier le role des MSC dans la rechute au traitement, nous avons ensuite extrait I’ARN
des MSC des différents groupes apres 21 jours de culture comme décrit dans Il. Matériel et
méthodes. Nous avons ensuite transcrit de fagon inverse ces ARNs en ADNc qui ont été
finalement transcrits, fragmentés et hybridés sur des puces Affymetrix. Un résumé du

protocole établit est schématisé dans la Figure 3 du Il. Matériel et méthodes.
1. Comparaison des différents groupes

a) Rechute versus Rémission

Les données obtenues, suite au passage des puces, ont été filtrées et normalisées pour obtenir
des expressions de genes dans chacun des groupes. Ces listes d’expression de geénes ont
ensuite été comparées entre les groupes pour identifier des différences d’expression. En effet,
notre question principale était de comprendre siles MSC peuvent jouer un réle dans la rechute
du patient. Pour cela nous avons comparé, suite a la greffe autologue, I’expression de genes
de MSC isolées de patients qui sont en train de rechuter a celle de génes de MSC de patients
qui sont encore loin de leur rechute. La représentation par heatmap est exposée dans la figure

ci-dessous.
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Early relapse vs Remission BM-MSC
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Figure 7: Heatmap BM-MSC Rechute versus Rémission

Représentation graphique des taux d’expression en gradient de couleur allant de la sous
expression (en vert) a la surexpression (en rose) entre des MSC de patients en rechute versus
en rémission. En ligne, on retrouve les génes (liées aux sondes) et en colonne, les différentes
MSC de patients. Les ER BM-MSC correspondent aux rechutes et les R BM-MSC aux rémissions.

Il n’y a pas de différence significative d’expression génique entre les 2 groupes.
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Les MSC de patients en rechute et celles de patients en rémission ne montrent pas de
différence significative en terme d’expression génique. On s’aperc¢oit donc que suite au
traitement le phénotype des MSC ne permet pas de prédire la rechute mais montre que,
lorsque la pathologie s’installe, elle induit une modification phénotypique et génotypique des
MSC. Cette modification est durable, indépendamment du stade de la maladie.

Les MSC, cellules multipotentes, sont capables de se différencier en ostéoblastes. Dans le MM
on retrouve une balance déséquilibrée avec beaucoup d’ostéoclastes et peu d’ostéoblastes,
présents aussi bien au diagnostic qu’apres la greffe. Il est possible que la différence observée
induise une perte de capacité des MM MSC a se différencier en ostéoblastes que ce soit au
diagnostic de la maladie(100,114) mais également pendant tout le suivi du patient. Cette
hypothése devra étre vérifiée.

Il est donc intéressant d’analyser les genes exprimés par ces MM MSC dans un premier temps
par rapport a des MSC saines pour savoir si les genes différentiellement exprimés chez les MSC
au cours du développement de la pathologie sont impliqués dans la différenciation
ostéoblastique. Si ces résultats s’averent positifs, ils devront étre confirmés par I'analyse des
signes cliniques et savoir si les patients en rémission et en rechute continuent de présenter

des lacunes osseuses.

b) Donneurs sains versus MM

Au vu de des résultats précédents, nous avons ensuite comparé les transcriptomes des MSC
provenant de patients post traitement avec le transcriptome de MSC isolées a partir de
donneurs sains. L'objectif de cette analyse est de déterminer siles MSC issus de patients ayant
été traités ont un phénotype proche de celui des MSC de sujets sains ou au contraire un
phénotype identique a celui de MSC issues de patients nouvellement diagnostiquées pour un

MM. Les résultats de différence d’expression sont donnés dans les figures ci-dessous.

65



Multiple Myeloma BM-MSC vs Healthy donor
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Figure 8: Heatmap des MSC de MM versus donneur sain.

Représentation graphique des taux d’expression en gradient de couleur allant de la sous
expression (en vert) a la surexpression (en rose) entre des MSC de patients (a différents stades)
versus des donneurs sains. En ligne, on retrouve les génes (liées aux sondes) et en colonne, les
MSC des différents groupes. Les HD BM-MSC correspondent aux cellules issues de donneurs
sains, les D BM-MSC correspondent aux cellules issues de patients au diagnostic, les ER BM-
MSC correspondent aux cellules issues de patients prélevés au moment de la rechutes et les R
BM-MSC correspondent aux cellules issues de patients en rémission au moment du

préléevement. Pour cette analyse la p valeur ajustée est inférieure a 0,05.

Entre des MSC de donneurs sains et des MSC de MM (tous stades confondus), on observe

2747 genes différentiellement exprimés dont 440 ont une p valeur ajustée <0,05. Ces résultats

sont confirmés par I'analyse PCA présentée ci-dessous.
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Figure 9: PCA des MSC de patients atteints de MM versus donneurs sains

3 dimensions retrouvées dans ce panel de groupes sont représentées, les dimensions 1 et 2

(A); les dimensions 1 et 3 (B) et les dimensions 2 et 3 (C). Chacune correspond a une liste de

genes différentiellement exprimés entre nos groupes (sain versus malade) qui permet de

séparer les groupes entre eux. 40% des genes expliquent I'axe 1, 9% I'axe 2 et 7% I'axe 3. De la

méme fagon, les HD BM-MSC correspondent aux donneurs sains, les D BM-MSC aux patients

au moment du diagnostic, les ER BM-MSC aux patients au moment de la rechute et les R BM-

MSC aux patients en rémission au moment du préléevement. Pour cette analyse la p valeur

ajustée est inférieure a 0,05 et le FC est inférieur a 0,5 et supérieur a 2.
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Ces PCA nous permettent de visualiser et différencier 3 groupes : les MSC issues de donneurs
sains, les MSC issues de patients au diagnostic et les MSC issues de patients ayant été traité
pour un MM. En effet :

- La premiere dimension, correspond a une liste de genes dont |'expression permet de
séparer les MSC de donneurs sains avec celles de patients atteints de MM. On a dans
ce cas 40% des genes qui expliquent cet axe 1, c’est-a-dire que, sur la liste de genes
différentiellement exprimés entre les groupes, 40% permettent de créer cette
dimension.

- Laseconde dimension ne permet pas de séparer les groupes.

- Latroisieme dimension sépare les groupes correspondant aux patients au moment du
diagnostic et ceux a Iissu de leur traitement. Ici on a 7% des genes qui expliquent cet
axe 3.

On retrouve environ 57% de genes qui permettent de différencier les groupes.

On s’apergoit dans ces analyses que les MSC de patients atteints de MM ont une véritable
signature qui les différencie d’'un donneur sain. Il reste malgré tout a comprendre ce que la
MSC devient au cours du traitement. En effet, en réalisant une PCA sur ces différents groupes
on distingue une dimension qui permet de différencier les MSC issues de patients prélevés au
diagnostic de celles issues de patients prélevés post traitement. Il semblerait donc que les
MSC acquierent un phénotype différent des MSC présentes au moment du diagnostic sans
toutefois revenir a un phénotype correspondant a des MSC issues d’un donneur sans

antécédent histoire de MM (donneurs sains).

c) Diagnostic versus post traitement

Pour mieux comprendre I'impact du traitement sur le phénotype de la MSC, nous avons
regroupé les MSC de rechutes et de rémission en un seul groupe appelé post traitement et
comparé ce dernier a des MSC issues de patients prélevés au moment du diagnostic. Les

résultats sont regroupés dans la heatmap suivante (Figure 10).
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Figure 10: Heatmap des MSC de diagnostic versus post traitement

Représentation graphique des taux d’expression en gradient de couleur allant de la sous
expression (en vert) a la surexpression (en rose) entre des MSC au diagnostic versus post
traitement. En ligne, on retrouve les génes (liées aux sondes) et en colonne, les MSC des
différents groupes. De la méme fagon, les D BM-MSC correspondent aux patients prélevés au
moment du diagnostic, les ER BM-MSC aux patients au moment de la rechute et les R BM-MSC
aux patients en rémission au moment du préléevement. Pour cette analyse la p valeur ajustée

est inférieure a 0,05 et le FC est inférieur a 0,5 et supérieur a 2.
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On peut observer ici 2700 génes différentiellement exprimés. 892 d’entre eux ont une
expression significativement différente entre les 2 groupes (p valeur ajustée <0,05). Cette
Heatmap nous indique que les MSC prélevées sur des patients en post traitement présentent
un phénotype différent des MSC prélevées sur des patients au moment du diagnostic. Nous
nous sommes ensuite intéressés aux genes qui ont une expression significativement différente
entre dans les MSC issues de patients atteints de MM et celles issues de donneurs sains et qui
reste significativement différente tout au long du traitement et de la récidive. En effet, ces
genes pourraient nous indiquer si les MSC jouent un role dans la persistance et la rechute de
la pathologie. Pour cela 2 heatmaps ont été créés.

A D BM-MSC vs HD BM-MSC B Post traitement BM-MSC vs HD BM-MSC
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Figure 11: Heatmap des MSC de diagnostic versus sain et de post traitement versus sain

Représentation graphique des taux d’expression en gradient de couleur allant de la sous
expression (en vert) a la surexpression (en rose) entre des MSC au diagnostic versus des
donneurs sains (A) et des MSC post traitement versus des donneurs sains (B). En ligne, on
retrouve les genes (liées aux sondes) et en colonne, les MSC des différents groupes. De la méme

facon, les HD BM-MSC correspondent aux donneurs sains, les D BM-MSC aux patients au
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moment du diagnostic, les ER BM-MSC aux patients au moment de la rechute et les R BM-MSC
aux patients en rémission au moment du préléevement. Pour cette analyse la p valeur ajustée
est inférieure a 0,05 et le FC est inférieur a 0,5 et supérieur a 2. Représentation des génes
différentiellement exprimés communs entre ces groupes (C).

On retrouve 1400 genes différentiellement exprimés entre les MSC issues de prélevements de
patients au moment du diagnostic et des MSC issues de donneurs sains. 540 genes sont
différentiellement exprimés par des MSC issues de prélevements de patients post traitements
par rapport aux MSC issues de donneurs sains (p valeur ajustée <0,05) dans les 2 listes.
Seulement 176 genes sont communs entre ces 2 groupes c’est-a-dire dont I’expression
différentielle persiste du diagnostic a la récidive ou lors du maintien de la rémission.
Finalement tres peu de genes sont retrouvés différentiellement exprimés entre les MSC issues
de patients et celles issues de donneurs sains. Afin d’identifier un potentiel réle des MSC dans
le maintien de la pathologie, nous nous sommes intéressés aux voies de signalisation activées

par les expressions différentielles de 176 genes identifiés précédemment.
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2. Analyse des voies de signalisation impliquées

Suite aux analyses d’expression de genes via les heatmaps, plusieurs listes de genes
différentiellement exprimés entre 2 groupes ressortent significatives. Leur étude est
nécessaire pour une meilleure compréhension de I'impact des MSC dans le MM. Pour cela une
analyse via le logiciel Panther est réalisée. Ces résultats sont présentés sous forme de voies

de signalisation impliquées dans les expressions de génes d’un groupe par rapport a un autre.

Liste communs
MM versus HD D versus HD
Voie de signalisation | Nom de géne FC Expression FC Expression

1 DKK 5,741 5,741 2,390 2,390

RUNX2 0,496 -2,017 0,471 -2,122

Ostéogénese PDGFRL 0,352 -2,840 0,381 -2,626
ITGA2 2,820 2,820 2,443 2,443

WNT2B 0,535 -1,869 0,440 -2,275

Whnt signaling

Coagulation sanguine

Integrine

Tableau 7: Liste des génes communs aux MSC de MM retrouvés différentiellement exprimés
par rapport aux MSC de donneurs sains.

Les voies de signalisation analysées par le logiciel Panther sont représentées dans ce tableau.
Elles comprennent plus de 4 génes différentiellement exprimés avec un fold change (FC) et une
quantité d’expression en nombre de fois sur (+) ou sous (-) exprimées de MM-MSC par rapport

aux HD-MSC.
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L'analyse des différences d’expression de genes qui restent communs tout au long du
traitement du patient fait ressortir 4 voies de signalisation :

La voie de signalisation impliquée dans I'ostéoblastogenéese, avec une sous-expression

par les MM-MSC de RUNX2, PDGFRL, WNT2B et une surexpression de DDK1 et ITGA2.

- La voie de signalisation de Wnt, avec une surexpression de PCDH10, EDN1, CDH6 et
CCND1 et une sous-expression de WNT2B, MYH3 et TLE2 par les MM-MSC.

- La voie de signalisation de la coagulation sanguine est fortement surexprimée et met
en jeux les genes F2R, F2RL, PLAT, SERPINB2, TFPI.

- Lavoie de signalisation impliquant les intégrines, avec une surexpression de ITGA2 et
NTN4 et une sous-expression de ITGA11 et COL12A1 par les MM-MSC.

Ces résultats nous amenent a penser que la MSC garde un phénotype malin méme apres

I'autogreffe.
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CONCLUSION ET DISCUSSION

Les MSC présentent des différences de phénotype par rapport a des MSC issues de donneurs
sains lorsqu’elles sont associées a des cellules tumorales dans un ensemble de cancer solides
ou hématologiques(99). L'ensemble de la littérature et nos résultats montrent que la présence
de plasmocytes malins est associée a un changement de phénotype de la MSC. Les MSC
pourraient étre impliquées dans la croissance des plasmocytes via différentes voies: en
sécrétant directement des facteurs de croissance(105); en modifiant ses capacités
immunosuppressives(106,112) ; en inhibant la mort par apoptose des plasmocytes via des
facteurs sécrétés(109) et en sécrétant des exosomes(110). Les nombreuses cytokines et
facteurs de croissance qu’elles sécretent sont également capables d’agir sur les autres cellules
composant le reste du microenvironnement(99-101,103,107,108). Les MSC sont capables
d’exprimer des protéines de la matrice extracellulaire impliquées dans l'inhibition de la
différenciation ostéoblastique(111). Toutes ces études ont analysé I'impact de la présence des
MSC dans le développement du MM. Toutefois, peu de données permettent de différencier
I'impact de la présence d’'une MSC de moelle osseuse saine versus I'impact d’'une MSC
phénotypiquement différente. Nous avons donc mis en place un modele d’étude des MSC
pour essayer de comprendre comment leur variation phénotypique, induite par le
développement de la pathologie (activation des MSC), pourrait avoir un impact dans la

rechute du patient.

Nos travaux ont été réalisés sur une cohorte de patients homogénes en termes d’age, de types
de traitements et de types de prélevements. Nous avons dans un premier temps, comparé le
transcriptome de MSC issues de patients traités par autogreffe de CSH et prélevés soit au
moment de la rechute soit pendant la période de rémission. L’analyse transcriptomique ne
nous permet pas de différentier les MSC issues de ces 2 types de patients par I'expression de
leur ARN. Bien que ces analyses mériteraient d’étre confirmées par une analyse protéomique
des MSC issues de patients a différents temps post traitements, nous pouvons quand méme
suggérer que les MSC subissent une modification de leur transcriptome lors de I'apparition
d’un MM. Cette modification est pérenne post traitement, les MSC ne retrouvant pas leur

phénotype originel (donneurs sains).
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Par ailleurs, si on analyse le profil des patients atteints de MM, on se rends compte que chaque
patient rechute a plus ou moins long terme. Ne pouvant mettre en évidence un marqueur
phénotypique des MSC capable de prédire la rechute des patients, nous avons voulu identifier
par quelle voie les MSC pouvaient influer sur le développement du MM. Nous avons pour cela
comparé le profil transcriptomique des MSC issues de patients ayant eu un antécédent de
MM. De fagon surprenante, lorsque I'on compare des MSC de donneurs sains a des MSC
provenant de patients a différents stades du MM (diagnostic et post traitement), on discerne
3 groupes distincts : les MSC de donneurs sains, les MSC dites de « diagnostic » et les MSC
dites « post traitement ». Nous avons confirmé que les 2 groupes diagnostic et post
traitement étaient bien différents phénotypiquement par une analyse qui retrouve 892 genes
différentiellement exprimés entre ces 2 groupes. Les MSC suite au traitement semblent donc
bien différentes des MSC de diagnostic mais ne retrouvent pour autant pas leur phénotype de
MSC saines ce qui pourrait appuyer le fait que le patient rechute toujours, méme apres

I’autogreffe.

Ainsi nous avons comparé les expressions de genes qui restent différentiellement exprimés
au diagnostic et post traitement par rapport a I'expression de MSC de donneurs sains. On
retrouve une liste de 176 genes communs avec 4 voies de signalisation principalement
impliquées : les voies de différenciation ostéoblastique et la voie Wnt/Bcathenine ; les voies
de la coagulation sanguine et les voies impliquant la matrice extracellulaire avec les intégrines.
Les voies de différenciation des MSC sont régulées par différents facteurs. De nombreuses
études montrent I'impact de DKK1 et de la voie Wnt sur la différenciation des MSC en
ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes(114-116). DKK1 est une protéine antagoniste de la
voie Wnt/Bcathenine impliquée dans de nombreux métabolismes dont fait partie la
différenciation des MSC. La voie Wnt est connue pour jouer un réle dans I'embryogeneése. Le
le déreglement de cette voie est impliqué dans de nombreux cancers. De plus cette voie est
corrélée au métabolisme osseux et adipocytaire dans la différenciation des MSC.

En effets de nombreuses études montrent I'impact négatif de DKK1 dans la différenciation
ostéoblastique(114-117). De plus, on le retrouve impliqué dans le MM a travers quelques
études qui montrent une corrélation entre une élévation du taux important de DKK1 et la
présence de lésions osseuses chez les patients atteints de MM. Les plasmocytes malins

sécretent une forte quantité de DKK1 qui entrainerait une diminution de la différenciation des
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MSC en ostéoblastes(114,116). Pinzone et al montrent que DKK1 sécrété par les plasmocytes
malins va inhiber la différenciation des MSC en ostéoblastes et favoriser I'activation des
ostéoclastes(117).

De plus DKK1 pourrait jouer un réle dans la différenciation adipocytaire. DKK1 sécrété par les
préadipocytes pourrait favoriser I'abiogenese et étre corrélé avec une diminution de la voie
de signalisation Wnt(118).

Si on ajoute a ces données de la littérature une surexpression de DKK1 par les MSC visible ici

dans le transcriptome, on comprend pourquoi des fragilités osseuses persistent méme apres

I’autogreffe des patients atteints de MM.
De plus, on retrouve dans cette analyse, une sous expression de RUNX2 par les MSC de MM.

Ce phénomene est concordant avec ce qui est connu dans la littérature : I'inhibition de la voie
de signalisation Wnt/Bcathenine sur les MSC entraine une diminution de I'expression de

RUNX2 qui bloque I'ostéogénése (119).
Ces résultats sont synthétisés par la figure suivante adaptée de la revue de Pinzone et al :
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Figure 12: Impact de DKK1 et Wnt sur la différenciation des MISC

La figure A présente ce qui se passe chez un individu sain sur la différenciation des MSC. La

figure B représente les conséquences de ce que I’on observe dans le cadre du MM.
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Ces différences d’expression de genes semblent indiquer un défaut de différenciation osseuse
des MSC issues de patients présentant un MM par rapport aux MSC issues de donneurs sains.
Ce défaut ne semble pas s’accompagner d’un gain de différenciation adipocytaire. D’apres la
littérature, DKK1 pourrait jouer un réle dans la différenciation adipocytaire des MSC mais cette
implication potentielle n’est pas clairement retrouvée dans notre analyse comparative. En
effet, les genes de différenciation adipocytaire ne sont pas différentiellement exprimés dans
les MSC issues de patients présentant un MM par rapport aux MSC issues de donneurs sains.
Concernant la voie de signalisation impliquée dans la coagulation sanguine, on retrouve
principalement des genes surexprimés. La SERPINB2 est retrouvée 31 fois plus exprimée dans
les MSC post traitement par rapport aux MSC saines et 15 fois plus exprimée dans les MSC de
diagnostic. La SERPINB2 aussi appelée « plasminogen activator inhibitor-2 » (PAI2), est un
facteur de la coagulation qui inactive I'urokinase et I'activateur tissulaire du plasminogene
(tPA). Dans des souris déficientes pour PAI2, on retrouve une résolution des thromboses
veineuses(120). Il va permettre de réguler la formation des thrombus en inhibant la fibrinolyse
et la thrombolyse. Les 2 types de SERPIN, E1 (PAI1) et B2 (PAI2), ont été décrites dans les
cancers. PAI1 est plutét décrite comme favorisant la progression tumorale alors qu’une
augmentation de PAI2 est associée a une diminution de la croissance tumorale et des
métastases(121). Dans notre cas, PAI1 et PAI2 sont retrouvés surexprimés par les MSC de MM
par rapport aux donneurs sains. La surexpression de la SERPINB2, dans ce cas, pourrait étre
corrélée aux signes cliniques des patients. En effet, dans le myélome on retrouve des risques
thrombo-emboliques importants souvent accentués par la chimiothérapie.

Les intégrines ont pour fonction principale d’attacher les cellules a la matrice extracellulaire
mais aussi de transduire des signaux entre la matrice et la cellule. Les intégrines se retrouvent
dans les MM-MSC dérégulées, certaines sont surexprimées tandis que d’autres sont sous

exprimées.

Ces résultats nous amenent a penser que, méme apres le traitement, les MSC gardent un
phénotype plutét pro-tumoral et pourraient étre impliquées dans la rechute du patient. Il
serait intéressant de confirmer ces résultats par des analyses in vitro sur les MSC. Il faudrait
confirmer que suite au traitement, elles perdent cette capacité a se différencier en
ostéoblastes. Il serait aussi intéressant de voir si leur capacité de différenciation en d’autres

types cellulaires comme les adipocytes ou les chondroblastes se retrouve également
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perturbée. Si les résultats se confirment in vitro, I utilisation d’un inhibiteur de DKK1 pourrait,
par exemple, étre testé pour essayer de restaurer cette capacité de différenciation en
ostéoblastes que ce soit in vitro, ou in vivo sur des modeles murins. L'utilisation de souris

transgéniques avec des MSC KO pour DKK1 pourrait s’avérer intéressante.
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