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Abstract :

Obijective : gain 1q has unfavourable prognosis un multiple myeloma. The aim of this study is
to compare global survival of patients with gain 1q and amplification 1g (more than 3 copies).

We performed RNA-sequencing analysis to appreciate molecular pathway indeed.

Patients and Methods : We performed a retrospective statistical analysis of 219 patients cohort

composed by 180 gain 1q and 39 amplification. Patients were homogeneously treated :
immunomodulators or alkylating agent +/- proteasome inhibitor and steroids, with
intensification and stem cell transplantation. Median follow up was 44 months. RNA-
sequencing was performed on 24 gain 1q samples, 22 amplification 1g samples and 14 with no
gain.

Results : Progression free survival showed no significant difference between gain 1q and
amplification. Amplification 1q showed worst overall survival : 33,4 % versus 48,5% at 60
months, p= 0,051 (HR = 1,49 [0,99 ; 2,23]). RNA-sequencing showed upregulation of CKS1B,
TAGLN2 and NTRK1 in gain 1g. Genes coding for calcium binding protein and transport like

S100 family proteins seems involved in pathological amplification 1q.

Conclusion : Amplification 1g seems to have worst prognosis on overall survival than gain 1q.

Cellular cycle genes may be involved, as calcium transport genes.

Key Words : Multiple myeloma — gain 1q — CKS1B - calcium binding — S100
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Introduction :

Le myélome multiple (MM) est une hémopathie maligne, décrite d’aprés les critéres
diagnostiques de I’International Myeloma Working Group (2014), comme une prolifération
clonale, de plasmocytes anormaux, au sein de la moelle osseuse. Le plasmocyte est un
lymphocyte B différencié mature pouvant acquérir deux fonctions principales : la sécrétion
d’immunoglobulines (anticorps) et la formation de plasmocytes mémoires. Ces deux entités

sont essentielles a la réponse immunitaire dite adaptative.

La moyenne d’age des patients atteints de MM est de 65 ans et concerne préférentiellement les
hommes avec un ratio de 3/2. L’incidence moyenne est de 6/100 000 habitants/an en France
soit environ 4000-5000 nouveaux patients/an selon I’institut national de veille sanitaire. Le
myélome multiple représente 1% de I’ensemble des cancers et 10-15 % des hémopathies

malignes (1).

Le MM est décrit comme une maladie chronique, pour le moment incurable, mais dont les
avancées médicales permettent d’obtenir des rémissions de plus ou moins long terme avec une
amélioration de la qualité de vie et de la survie globale (3ans en 2005 contre 10ans de nos jours).
De trés nets progres ont été obtenus ces vingt derniéres années avec 1’arrivée des inhibiteurs du
protéasome (Bortézomib, Carfilzomib, Ixazomib), des immunomodulateurs (Thalidomide,
Lénalidomide et Pomalidomide) et de I’immunothérapie tels que les anti-CD 38
(Daratumumab, Isatuximab) ou les anti-BCMA par exemple. Si bien que, cette quadruplette (+
corticoides) représente le traitement standard et recommandé en 1%¢ ligne chez les patients
éligibles a une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (Daratumumab-Velcade-
Thalidomide-Dexaméthasone)(2,3). Les CAR-T cells (chimeric antigen receptor cells)
représentent une voie d’avenir dans le myélome multiple également dans des premiers essais

conduits chez des patients multitraités et de haut risque (4,5).

Malgré tout, nous observons une différence de réponse au traitement entre les patients et
notamment une survie globale pouvant varier de moins de 2ans a plus de dix ans sans différence
clinique pouvant I’expliquer. Des critéres clinico-biologiques ont été mis en avant comme
facteurs prédictifs de réponse : I’age (meilleure réponse chez les moins de 70ans), le score OMS
décrivant le degré d’altération de 1’état général, le taux de B2-microglobuline (plus mauvais
pronostic si élevé), ’albumine (6). Puis, la cytogénétique prit une part prépondérante dans
I’édification de facteurs pronostiques et la classification des patients (7). Le caryotype

conventionnel permet de distinguer les anomalies de nombre chromosomiques (Copy Number
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Variation - CNV) en décrivant les additions et délétions (caryotypes hyper/hypodiploides).
Néanmoins, le faible index mitotique des plasmocytes rend cette technique peu informative.
Par la suite, la technique de fluorescence in situ avec hybridation (FISH) permit de préciser les
CNV et les translocations inter-chromosomiques dont notamment celles impliquant le locus des
chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) (Figure 1). Par la suite, se développa la technique
du Single Nucleotide Polymorphism-array (SNP-array) qui continua d’affiner le diagnostic
cytogénétique des patients. Le séquencage génomique de nouvelle génération (NGS) marqua
un coup d’accélération dans I’analyse des profils mutationnels et moléculaires dans des
domaines les plus variés, allant de la cancérologie a la cardiologie et pathologies métaboliques.
L’analyse de tout le patrimoine génétique (Whole Genome Sequencing) a tout ce qui est
transcrit (RNA-sequencing), a tout ce qui est codé (Whole Exome Sequencing) et traduit
(Analyse Protéomique) devient possible et apporte de nombreuses réponses, mais aussi son lot

de questionnements.

Chromosome 14 normal

Translocation t(4;14)

Figure 1 : Illustration d’une translocation (4 ; 14) en FISH. La sonde fluorescente verte représente le
chromosome 14 présent en 2 exemplaires par cellule. La sonde fluorescente rouge représente le
chromosome 4 (2 exemplaires par cellule). Le signal jaune représente la juxtaposition d’une verte et

d’une rouge, soit d’une translocation (4 ; 14).

Le MM fait partie des pathologies cancéreuses les plus explorées et décrites sur le plan
génomique. De nombreuses anomalies cytogénétiques et moléculaires sont recensées et
impliquées dans la myelomagenese. Les principales anomalies cytogénétiques connues
impliquent le locus IGH sur le bras long du chromosome 14, au role déterminant dans la
formation et la sélection des plasmocytes au sein du centre germinatif ganglionnaire. Les
translocations placent un oncogeéne proche du locus IGH, qui ‘profite’ de sa forte activité

transcriptionnelle pour étre surexprimé. Les plus représentées sont la translocation (11;14)
17



(913 ; g32) causant une surexpression de la cycline D1 (15-20% des patients), la translocation
(4;14) (p16; g32) impliquant les genes FGFR3/MMSET (10-15% de la population), la
translocation (6;14) (p21; g32) impliquant la cycline D3 (3%), la t(14 ;16)(923;032)
impliquant le géne MAF (2%) et la t(14 ;20) (g11;932) (1%). Ces variants cytogénétiques sont
pourvoyeurs d’un pronostic défavorable hormis la t(11 ;14) associée a un risque standard (8).
La délétion 17p (ou la mutation du gene) impliquant le géne suppresseur de tumeur TP53 est
décrite dans de nombreuses néoplasies et apporte un pronostic défavorable, particulierement
marqué dans le MM (8% de la population). D’autres anomalies péjoratives sont recensées
comme la trisomie 21 (également décrite dans la leucémie aigiie lymphoide), la délétion 1p32,
la délétion 13q, I’hypodiploidie ou le gainlq. Des variants cytogénétiques au role ‘protecteur’
existent : I’hyperdiploidie (48 & 75 chromosomes), en particulier la trisomie 5. Des associations
sont fréquentes entre ces anomalies comme par exemple : I’association entre délétion 13q, gain
1gett(4;14) (9).

La classification pronostique des patients atteints de myélome au diagnostic comportait 2 items
biologiques : le taux d’albumine et le taux de B2-microglobuline, faciles d’accés et
reproductibles par tous les centres. Depuis 2015 et le travail de 'IMWG (7), la cytogénétique
est entrée de maniére officielle et consensuelle dans les criteres de classification pronostiques

avec le score R-ISS (Revised International Staging System) (Figure 2).

Facteurs pronostiques | Critéres

Score ISS
I Albumine> 35 g/l et beta-2-microglobuline <3,5 mg/l
i Pas de critéres I ou IlT
I beta-2-microglobuline> 5.5 mg/l

Caryotype sur FISH
Haut risque Présence de del(17p) et/ou translocation t(4:14) et/ou translocation t(14:16)
Risquestandard Pas d’anomalies ci-dessus

LDH
Normales Inférieures a la valeur seuil
Elevées Supérieures a la valeur seuil

R-ISS
1 ISS =] et FISH risque standard et LDH normales
i Pas de critéres I ouITT
1 ISS=III et : FISH haut risque ou LDH élevées

Figure 2 : Score pronostiques clinico-biologiques : International staging system (ISS) et Revised-

International staging system (R-ISS). LDH = Lactate DesHydrogéenase
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Avec les avancées du NGS, A. Perrot, J. Corre et H. Avet-Loiseau ont construit un score
pronostique pondéré purement cytogénétique (score Pl), qui permet une prise en compte plus
large des anomalies cytogénétiques et notamment I’ intégration de facteurs protecteurs comme
la trisomie 5 (10). Des questions demeurent quant aux génes impliqués dans la myélomageénese,

aux voies métaboliques empruntées et au processus physiopathologique.

Le chromosome 1 est le plus grand chromosome humain avec plus de 200 millions de paires de
bases. Il porte 8% du patrimoine génétique et est relié a plus de 350 pathologies différentes. Les
plus recensées sont les pathologies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou la
maladie de Parkinson, les pathologies métaboliques telle que la maladie de Gaucher, et les
pathologies cancéreuses, dont particulierement les neuroblastomes dds a la présence de

nombreux génes du groupe NBPF (Neuroblastoma Breakpoint Family) sur le locus 1921 (11).

Le gain du chromosome 1q concerne 35-40% des patients atteints de myélome au diagnostic,
(8) deuxieme anomalie caryotypique la plus fréquente aprés la delétion 13q (55%)(12). Le locus
21 sur le chromosome 1¢, communément appelé ‘hotspot’, du fait de la localisation de
nombreux geénes d’intérét en cancérologie, est la cible de nombreuses recherches. Ont été
évoqués les génes codant pour MCL1 (Myeloid Leukemia Cell Differenciation protein) (13,14)
et BCL9 (B Cell Lymphoma 9 protein) (15) appartenant a la superfamille des genes anti-
apoptotiques, PSMD4 (Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 4) (9) jouant un role dans la
dégradation protéasomique. Le géne CKS1B (Cycline Kinase Sub-unit 1B) localisé en position
1921.3, est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire en s’associant au complexe
d'ubiquitine-ligase SCFskp2, qui agit dans la dégradation de la protéine p27 (16). P27 est une
protéine inhibitrice de kinase qui régule négativement le cycle cellulaire. Les taux de CKS1B et
de P27 sont souvent inversement proportionnels dans les affections malignes et la régulation a
la baisse de p27 a ete associée a une agressivité clinique et a un mauvais pronostic dans diverses
tumeurs : cancer du nasopharynx, cancer du sein, tumeur de Wilms chez I’enfant ou encore
dans la forme blastoide du lymphome du manteau. (17-21). Son implication dans le myélome
multiple a été suggerée principalement dans 1’é¢tude de Shaughnessy et al (22), ou le profil
d’expression génique (expression relative de génes par rapport a un ADN de référence, sous
forme de fluorescence) retrouvait 70 génes pronostiques, dont 30% localisés sur le chromosome
1. De plus, les études utilisant la quantification de I’ ARN par q-PCR ou de la protéine de CKS1b
par western blot (16,23), décrivent une augmentation de la protéine (et donc de son activité) en
fonction du nombre de copies du chromosome 1q. En effet, les patients peuvent étre porteurs
de 3 jusqu’a 8 copies de la portion longue du chromosome 1. Les avis divergent quant au réel

impact pronostique de I’amplification 1q (4copies).
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Le calcium [Ca2+], principal cation extracellulaire et messager ubiquitaire de multiples voies
de signalisation, apparait comme un acteur essentiel a la cancérogenése via son implication
dans le cycle cellulaire, la prolifération, la résistance a I’apoptose (24,25). De plus, la
machinerie oncogénique apparait comme sensible aux mecanismes de régulation du calcium.
L’homéostasie calcique dépend de canaux transporteurs/pompes, essentiels a la régulation du
flux calcique entre les secteurs intra et extra-cellulaire. On peut citer les échangeurs
responsables de I’influx calcique (vers le secteur intra-cellulaire) : les Voltage-gated calcium
channel (VGCC) qui sont des composants aux propriétés électrochimiques. Le niveau entre la
concentration de calcium intra-cytosolique et extra-cellulaire varie entre 100nM et 1mM, ce qui
crée un gradient de concentration favorable au transfert intra-cellulaire. Les Transient receptor
potential (TRP) représentent une famille de canaux avec une haute sensibilité pour le calcium.
Un autre transporteur calcique responsable du transfert vers 1’intra-cellulaire a été étudié :
calcium release-activated calcium channel protein 1 (ORAIL). Ce dernier est activé par le
relargage des stocks calciques du réticulum endoplasmique par STIM1 (calcium sensor stromal
interaction molecule 1), ce qui montre la forte communication au sein de la cellule. A I’inverse,
certains transporteurs et pompes calciques gérent I’efflux : les Plasma membrane calcium
transporting ATPase (PMCA), le récepteur inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R) et les SERCA
(sarcoplasmic/endopasmic reticulum calciumATPase) (26-29). Ces différents acteurs de
I’homéostasie calcique ont été décrits comme modifiés, surtout en cancérologie solide : TRPM8
a été rapporté comme surexprimé dans le cancer de la prostate, TRPV6 surtout exprimé dans le
cancer du sein ne comportant pas de récepteur aux oestrogénes (ER), a I’inverse certains
transporteurs peuvent étre sous-exprimés comme PMCA4 dans le cancer du cblon ((30)) par
exemple. En 2018, Wang et al décrivaient une surexpression de STIM1 et ORAIL dans le
my¢lome multiple, en comparaison a des patients sains. L’expression de la protéine sur les
fragments de moelle était corrélée a une surexpression de I’ARN messager en RT-PCR. Sur les
données rétrospectives cliniques, ils retrouvaient une association significative entre
I’expression des transporteurs calciques et le pronostique des patients : sur le stade ISS et sur
la survie sans progression. En utilisant des méthodes de Silencing de ’ARN d’ORAII et
STIM1, ils démontraient une diminution de la viabilité cellulaire et confirmaient le lien étroit
entre la myélomagenese et le métabolisme calcique (31). La famille S100 regroupe 25 génes
uniquement présents chez les vertébrés, codant pour des protéines ‘calcium-binding’, donc au
role de fixation du calcium et de transport calcique. 19 de ces genes sont localisés sur le hotspot
1921. Le terme S100 tient son origine de la solubilité des protéines dans 100% de sulfate
d’ammonium saturé. Ce sont principalement des homodimeres symétriques, dont chaque sous

unité comporte 4 heélices o. Elles dégagent une poche hydrophobique qui se liera a leur cible
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physiologique, entrainant une affinité pour le calcium 5 a 300 fois plus forte qu’a 1’état basal

(32,33).

Connaissant le role essentiel du calcium dans la signalisation cellulaire, on peut comprendre
qu’il soit détourné et modifié par la machinerie oncogenique. Le transport calcique et les
modifications de concentration intra-cellulaire peuvent activer ou inactiver des voies du
métabolisme cellulaire telles que NFkB, NFAT, ERK, ainsi que des facteurs de transcription
impliqués dans le cycle cellulaire : FOS, JUN et MYC. Le calcium a été aussi décrit comme
potentiel inducteur de la mobilité cellulaire et de I’angiogénese, facilitant la prolifération et
I’invasion métastatique (28). La mort cellulaire est aussi altérée avec notamment une étroite
interférence entre le métabolisme calcique et les membres de la famille BCL2, protéines pro et
anti-apoptotiques souvent responsables d’une survie cellulaire dans de nombreux cancers
solides et liquides (30). Les mécanismes de survie dépendent également des éléments et apports
extérieurs a la cellule cancéreuse, plus largement décrit comme le micro-environnement
tumoral. Le calcium est un élément clé du microenvironnement tumoral, en interagissant avec
divers éléments comme les fibroblastes, les macrophages associés a la tumeur (TAM), les
chimiokines (CCL18) jouant un rdle dans I’invasion cellulaire et les voies de 1’inflammations

(IL6, TNFa...) (30,32,34).

Le but de notre étude est d’utiliser les outils modernes de 1’analyse transcriptomique pour
dégager un profil moléculaire en lien avec le gain 1q et responsable de son impact pronostique
péjoratif. Nous tenterons de répondre a d’autres questions : Yy a-t-il une différence pronostique
entre les patients porteurs de 3 copies contre 4 copies ? des différences moléculaires ? Une
analyse observationnelle de cohorte nous permettra d’analyser le pronostic du gain (3copies)
contre I’amplification (>3copies). Le RNA-sequencing nous aidera a répondre aux questions

physiopathologiques.
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Matériel et Méthodes

Population de 1’étude : 219 patients ont été inclus dans 1’étude, diagnostiqués entre 2007 et

2014 selon les critéres diagnostiques de 'IMWG (35) tous traités de maniére homogene
(immunomodulateurs ou alkylants +/- inhibiteurs du protéasome, corticoides), incluant une
intensification thérapeutique avec autogreffe de cellules souches hématopoiétiques, suivis
depuis au moins 5ans et porteurs de copies supplémentaires du 1q. Les échantillons furent
collectés au moment du diagnostic et avant initiation du traitement, dans tous les centres
hospitaliers participant a I’Intergroupe Francophone du Myélome (IFM) et acheminés au centre
de recherche en cancérologie de Toulouse. Tous les patients signérent un consentement éclairé

et I’étude fut approuvée par le comité d’éthique de Toulouse.

La médiane d’age était de 58 ans: 54% d’hommes et 46% de femmes. Des données
supplémentaires sont disponibles dans les tableaux 1 et 2. La répartition des patients selon le
score pronostique Pl décrit 3 catégories de patients : 76,7% de patients ‘intermediate risk’ ;
23,4% de patients ‘high risk’ ; 0% de patients ‘low risk’ (10). La médiane de score Pl entre les
patients porteurs d’un gain ou d’une amplification 1q est équivalente a 0.8. La médiane de suivi

était de 44 mois.

A la réception des échantillons de moelle osseuse, un tri plasmocytaire permet d’enrichir la
population CD138+ via MAC-Sorting (Myltenyi Biotec, Paris, France). La pureté cellulaire
requise est supérieure a 90% (analyse microscopique aprés coloration au May Griinwald
Giemsa). Une congélation des cellules triées est réalisee en RLT+ (tampon de lyse qui stabilise

les acides nucléiques) pour extraction de I’ARN.

Une premiere analyse cytogénétique par FISH et par SNP-array (Affymetrix, Santa Clara, CA)
est réalisée permettant d’établir les principales anomalies cytogenétiques. 64 échantillons ont
été utilisés pour la préparation de librairies RNA-seq, 60 séquencés (4 librairies exclues pour
qualité médiocre). La cohorte comportait : 24 patients porteurs de 3copies de 1q, 22 patients

porteurs de 4copies de 1q et 14 patients ‘contrdles’ sans gain 1q.

Extraction ARN avec le kit Allprep DNA/RNA/mMIRNA Qiagen : L’extraction d’ARN est

réalisée a partir d’échantillons conservés dans du RLT+. L’extraction comprenait une étape de
digestion de I’ADN sur colonne (DNase). Le contréle qualité comporte une analyse quantitative
via Trinean (mesure de la concentration d’ARN et du ratio de contaminants protéiques

A260/A280) et une analyse qualitative via Tape station (qualitt de migration
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électrophoreétique). 64 échantillons ont été sélectionnés avec un seuil de RNA Integrity Number

(RIN) supérieur a 8, et une quantité d’ARN de 550ng.

Préparation des librairies avec le kit TruSeq Stranded mRNAL.ibrary Prep lllumina :

1) Capture et Fragmentation de I’ARN messager : on utilise des billes magnétiques
associées a des oligo-T complémentaires afin de capturer les ARN messagers flanqués
d’une queue poly-A (adénylée). S’en suit une étape de fragmentation de I’ARN par des
cations divalents et épreuve calorimétrique. Incorporation de séquences ‘primers’ aux
extrémités (en violet sur le schéma) pour amorcer la synthése de I’ADN

complémentaire.

AAAAAAA
=TT poly-A containing mRNA:
purified using poly-T oligo beads

Figure 3 : Capture, Fragmentation de I’ARNm, incorporation d’amorces aléatoires.

2) Synthése de I’ADN complémentaire monobrin : synthése de I’ADNc par transcription
inverse des fragments d’ARNm au moyen d’amorces aléatoires
Ajout d’Actinomycine, agent intercalant, qui va empécher la transcription et détruire

1’ADN contaminant.

4 \

\- J
Figure4 : Synthése de I’ADN complémentaire monobrin
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3) Synthése du 2°™ brin d’ADN complémentaire : synthése du 2™ brin par une DNA

polymérase. Incorporation de nucléotides Uracile a la place de la Thymine sur le second

brin, empéchant son amplification. Phosphorylation des extrémités 5’

/

N,

3 [ A CG G [ [ CA [ G G [ K

e A UGCCAAGUACCA )

Second strand cDNA

=g

Figure 5 : synthése du 2°™ brin d’ADNc

4) Adénylation des extrémités 3’ et ligation des adaptateurs : Ajout d’un nucléotide A

(Adénine) aux extrémités 3’ des fragments obtenus afin d’orienter le sens de la ligation.

Ligation d’adaptateurs portant des index spécifiques (rectangles noirs sur le schéma) sur

les extrémités adénylées de chaque échantillon. Le double indexage de chaque

échantillon permet un multiplexage étendu et une analyse d’un plus grand nombre

d’échantillons.

P
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.

Figure 6 : Adénylation et ligation des adaptateurs
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5)

Amplification de I’ADN : Synthése et amplification de I’ADN complémentaire par

PCR. Extinction du second brin d’ADN a la reconnaissance des nucléotides Uracile.

P5 P7

R | -

P7 P5
- m

Figure7 : Amplification de I’ADN par polymerase.

6)

7)

8)

Controle qualité : visualisation de la qualité de migration de I’ADN complémentaire sur
TapeStation avec utilisation du kit Bioanalyzer High Sensitivity (DNA analysis Kit,
Agilent, CA). Objectif ciblé de 300paires de bases.

Quantification de la concentration de chaque librairie par g-PCR.

Librairie finale : Constitution d’un pool final de librairies, de concentration normalisée

pour obtenir un nombre de séquences de lectures équivalent entre chaque échantillon.

Séquencage sur NextSeq 500 en 2x75 bases avec kit Nextseq500 High Output kit v2
(150cycles) : une premicre étape de clusterisation permet de fixer et d’amplifier les
librairies sur la flowcell via leur extrémité P7.

Ensuite le séquencage se fait de fagon séquentielle.
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Analyse Bio-informatique :

Les données de séquencage ont été alignées contre le transcriptome humain, basé sur le génome
Grch38 version 87, par le logiciel STAR 2.4.2a.

Ces données ont été traitées par la librairie DESeq2 version R 1.22.2 permettant 1'analyse
d'expression différentielle en utilisant la loi binomiale négative.

Les échantillons ont d'abord été visualisés grace a une analyse a composantes principales afin
de mettre en valeur la potentielle séparation des groupes selon leur profil transcriptomique.
Ensuite chaque analyse d'expression différentielle entre deux groupes a pu étre représentée sous
forme de volcano plot. Celui-ci, mettant en évidence les geénes significativement exprimés (p
ajustée < 0.05) différant entre les groupes. Un seuil a été choisi arbitrairement pour déterminer
les génes surexprimés (FoldChange > 2 ) et sous exprimés (FoldChange < 0,5).

Ces seuils fixés, les données des genes significativement sous et sur exprimés ont été utilisées
pour identifier les voies métaboliques empruntées. Cette méthode d'analyse d'enrichissement a
été exécutée grace a la librairie fgsea version 1.8.0 sous R permettant une analyse rapide et
statistique avec un correction sur tests multiples.

Les génes ont été analysés contre les différentes collections de voies métaboliques annotées de

la base de données Molecular Signatures Database v6.2 du Broad Institute.

Analyse Statistique :

Nous avons recueilli de maniére rétrospective, les données cliniques pour les 219 patients inclus
dans I’analyse observationnelle, incluant la premiére rechute permettant de calculer la survie
sans progression (temps défini entre la date du diagnostic et la date de rechute) et la date de
déces ou de derniéres nouvelles permettant de calculer la survie globale (temps défini entre la
date du diagnostic et la date de déces / date de dernieres nouvelles). Les courbes de survie ont
été décrites selon la méthode de Kaplan-Meier et estimation de la valeur p via le test Mantel-

Cox Log-rank, en utilisant les logiciels statistiques Prism5 et R.
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Reésultats
A. Analyse observationnelle

1. Description de la population et analyse globale

Tableau 1 : Descriptif de la cohorte

nb copies 1lqg
Total 3 4
N = 219 N = 180 N = 39
Age au diagnostic (Y) (n = 219)
Median 58.0 58.0 59.0
(Range) ( 37.0: 7e.0)( 37.0 76.0) ( 41.0 £6.0)
Age au diagnostic (cl) (n = 219) p = 0.6269
<60 ans 120 54.8%) 100 ( 55.6%) 20 ( 51.3%)
»>=60 ans 99 45.2%) 80 ( 44.4%) 19 ( 48.7%)
Sexe (n = 219) p = 0.7744
Homme 119 ( 54.3%) 97 ( 53.9%) 22 ( 56.4%)
Femme 100 ( 45.7%) 83 ( 46.1%) 17 ( 43.6%)
IS3S (n = 191) p = 0.6995
1 39 ( 20.4%) 34 ( 21.5%) 5 ( 15.2%)
2 90 ( 47.1%) 73 ( 46.2%) 17 ( 51.5%)
3 62 ( 32.5%) 51 ( 32.3%) 11 ( 33.3%)
Missing 28 22 &
Type de traitement (n = 219) p = 0.7388
Triplette
imid-PI-dex-auto 99 ( 45.2%) B2 ( 45.6%) 17 ( 43.6%)
VCD-auto 12 ( 5.5%) 9 ( 5.0%) 3 7.7%)
VD-auto 108 ( 49.3%) 89 ( 49.4%) 19 ( 48.7%)
del(1l7p) (n = 219) p = 0.0285
Non 199 ( 90.9%) 160 ( 88.9%) 39 (100.0%)
Oui 20 ( 9.1%) 20 ( 11.1%) 0 ( 0.0%)
t(4;14) (n = 214) p = 0.0002
Non 143 ( ©66.8%) 128 ( 72.3%) 15 ( 40.5%)
Oui 71 ( 33.2%) 49 ( 27.7%) 22 ( 59.5%)
Missing 5 3 2
Trisomie 5 (n = 219) p = 0.0444
Non 150 ( ©68.5%) 118 ( 65.6%) 32 ( 82.1%)
Oui 69 ( 31.5%) 62 ( 34.4%) 7 ( 17.9%)
Trisomie 21 (n = 218) p = 0.5977
Non 178 ( 81.7%) 145 ( 81.0%) 33 ( 84.6%)
Oui 40 ( 18.3%) 34 ( 19.0%) 6 ( 15.4%)
Missing 1 1 0
Del (1p32) (n = 219) p = 0.0480
Non 185 ( 84.5%) 148 ( 82.2%) 37 ( 94.8%)
Oui 34 ( 15.5%) 32 ( 17.8%) 2 ( 5.1%)

On remarque une proportion supérieure de t(4 ;14) dans notre cohorte par rapport aux chiffres

de la population globale. Ceci en accord avec la littérature qui associe qui décrit une forte
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association entre le gain 1q et la translocation (4 ;14). Le débat sur I’impact pronostique

indépendant du gain 1q ou lié & son association avec t(4 ;14) est réalimenté avec ces résultats.

L’¢étude de la cohorte globale met en avant une survie sans progression de 20,6 mois et de survie
globale de 48,8 mois, des chiffres nettement inferieurs a ceux de la population globale atteinte
de myélome et éligible a la greffe (124mois de survie globale en moyenne) (1)

2. Analyse de la survie sans progression
On ne montre pas de différence significative sur la survie sans progression entre les patients
porteurs d’un gain 1q en comparaison aux patients porteurs d’une amplification 1q avec
respectivement une survie a 24 mois de 45,8% et 30,7% (HR = 1,39 [0,97 ; 1,99]) (figure 11 et
tableau 2).
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Figure 8 : Survie sans progression : comparaison entre 3 copies et 4 copies du chromosome 1g.

L’analyse univariée retrouve comme seul facteur significatif 1’existence d’une délétion 1p32,
avec une survie sans progression a 2 ans de 32,5 % parmi les patients portant la délétion (tableau
2).
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Tableau 2 : Analyse univariée de la survie sans progression

Evt/ N Surv (t= 24) HR ICe5%
Sexe p = 0.5347
Homme 11 / 119 40.34% 1.00
Femme %4 / 100 46.49% 0.92 [ 0.70; 1.21]
I55 p = 0.6617
1 37/ 3¢ 45.57% 1.00
2 ge / 90 43.33% 1.04 0.71; 1.54]
3 58/ e2 36.35% 1.18 0.78; 1.80]
Age au diagnostic (el) : p = 0.8231
<&l ans 115 / 120 39.62% 1.00
>=60 ans 85 / a8 47.38% 1.01 [ 0.77; 1.33]
del(1l7p) : p = 0.154%
Non 190 / 199 43.95% 1.00
Cui 20 /20 35.00% 1.40 0.88; 2.22
t(4;14) = p = 0.1355
Non 136 / 143 45.81% 1.00
Cui 70/ 71 36.62% 1.25 [ 0.%83; 1.87]
Del({1p32) : p = 0.0440
Non 176 / 185 45.12% 1.00
Cui 34/ 3 32.35% 1.46 1.01; 2.11
Trisomie 5 p = 0D.&B872
Non 143 / 150 39.24% 1.00
oui &7 / &g 51.66% 1.06 [ 0.79; 1.43]
nk copies lg p = 0.0727
3 173 / 180 45.85% 1.00
37/ 38 30.77% 1.38 0.87; 1.499
3. Analyse de la survie globale

Les résultats de médiane de survie marquent une différence en faveur du groupe 3 copies par
rapport au groupe 4 copies : 48,5% et 33,4 % respectivement a 60 mois (HR = 1,49 [0,99 ;
2,23]), cependant non significative (p=0,051) (figure 12).
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Figure 9 : Survie globale : comparaison entre 3 copies et 4 copies du chromosome 1q.

Tableau 3 : Analyse univariée de la survie globale

Evt/ N Surwv (t= &0) HE ICS5%
Sexe p = 0.5083
Homme 7% / 11¢ 46.71% 1.00
Femme 63 / 100 44, %c% 0.8% [ O.e4; 1.25
ISsS p = 0.0384
1 20 / 3¢ 85.27% 1.00
2 58 / 80 43.1e% 1.62 [ 0.97; 2.69]
3 44 / &2 39.68% 1.98 [ 1.1g; 3.3€]
Lge au diagnostic (cl) : p = 0.5768¢%
<60 ans 78 / 120 44.71% 1.00
>=60 ans g4 / ueg 47.40% 0.91 [ 0.e5; 1.27]
del(l7p) : p = 0.0020
Non 123 / 14g 43.683% 1.00
oui 18 /20 20.00% 2.11 1.30; 3.43
t(4;14) : p = 0.08&e3
Non 86 / 143 47.82 1.00
Cui 4/ 71 41.59% 1.35 l.%6; 1.88
Del (1p32) : p = 0.0156
Non 117 / 1B5 43.50% 1.00
Cui 25 / 34 30.73% 1.70 1.10; 2.63
Trisomie 35 p = 0.3423
Non g8 / 150 43.59% 1.00
Cui 44 / &4 50.70% 0.84 1.589; 1.20
nk copies lg p = 0.0516
3 112 / 180 43 % 1.00
4 3o /3¢ 33.45% 1.46 [ 0.99; 2.23]

L’ISS, la délétion 17p et la délétion 1p32 ressortent comme des variables significatives
péjoratives (Tableau 3). A noter que la translocation (4 ; 14) ne ressort pas comme facteur
indépendant pronostique de la survie globale. Le nombre de copies 1q tend a étre significatif
(HR = 1,49 [0,99; 2,23]). Il est probable que le manque de puissance pronostique soit dd au
faible effectif dans le sous-groupe de patients porteurs de 4copies.

L’analyse multivariée confére a la del17p, la del1p32, la trisomie 21 et & I’amplification 1q une

valeur pronostique péjorative dans la survie globale de notre cohorte (Tableau 4).
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Tableau 4 : Analyse multivariée de la survie globale

0S . ,
n=187 (122 décés) Modele de depart
Variable HR [l 95%] P
ISS (ref 1)
. 2 1.36 [0.80 ; 2.81] 0.260
. 3 1.68[0.96 ; 2.92] 0.069
d17p 187 [1.05, 3.33] 0.033
t(414) 117 [0.76 ; 1 80] 0479
1p32 187114, 3.07] 0.013
15 081[053; 1.25] 0.343
21 221144, 341] <0.001
4 copies (vs 3) 166 [1.02; 272] 0.043

B. Analyse transcriptomique

1.

Analyse cytogénétique et moléculaire du gainlq

a) Analyse de la composante principale : observation des 3 sous-

groupes

Principal Component Analysis - Axes 1 and 2
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Figure 10 : Représentation de I’analyse composante principale : observation de 3 clusters différents.

2 copies du géne 1q : vert
3 copies du géne 1q : bleu

4 copies du géne 1q : rouge
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L’analyse en composante principale permet de dégager des sous-groupes d’expression
différentielle et significative de génes. Ici, on constate une expression différentielle entre nos
patients porteurs d’'une amplification 1q (en rouge), regroupés dans la partie positive de 1’axel ;
les patients porteurs de 2 copies du chromosome 1q (en vert), regroupés dans la partie négative
de I’axe 1 ; et les patients porteurs de 3 copies du chromosome 1q (en bleu) dont la distinction
est moins flagrante et enjambe les 2 axes. Cette représentation nous permet une premiere

appréciation de la qualité d’expression et valide la préparation des librairies.

b) Heatmap : comparaison des génes exprimés chez les groupes de

2 et 3 copies du chromosome 1q
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Figure 11 : Heatmap : comparaison des genes exprimés par les groupes 3 et 2 copies. Chaque colonne
représente un échantillon. Chaque ligne un géne significativement exprimé. La barre de couleurs
représente les sous-groupes : vert = 2 copies, bleu = 3 copies, rouge = 4 copies. Le niveau d’expression
génique se lit grace au code couleur allant du bleu foncé (sous-expression) au rouge foncé (sur-

expression).
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Cette représentation en heatmap permet d’apprécier visuellement les niveaux d’expression
génique entre les 3 groupes de patients. Le groupe des 4 copies exprimant des genes communs
aux deux autres groupes est également représenté. Le cluster des 2 copies (vert) présente des
genes surexprimés dans la partie haute de la heatmap (au-dessus de la ligne horizontale) et sous-
exprimés dans la partie basse. A I’inverse, des patients issus des groupes 3 et 4 copies forment
un 2™ cluster d’expression génique : sous-expression dans la partie haute, surexpression dans
la partie basse. Tout & droite se dégage un 3°™ cluster de patients issus des groupes 3 et 4 copies,
sur-exprimant de maniere majoritaire ses genes. Cette image nous permet de conclure a une
différence significative d’expression génique entre les patients 2 copies et les patients porteurs

d’un gain 1q.

C) Volcano plot: expression des genes d’intérét: 3 copies par

rapport a 2 copies du 19
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Figure 12 : Volcano plot représentant les genes significativement surexprimes et sous-exprimés chez le
groupe 3 copies par rapport au groupe 2 copies. En rouge les genes surexprimés, en bleu les sous-

exprimés, en gris les non significatifs. Localisation des génes CKS1B, PSMD4, MCL1 et BCL9.

Le volcano plot nous permet de représenter de manicre différente, les niveaux d’expression
génique entre les 2 groupes. Notre attention s’est portée particuliérement sur les 4génes
précédemment cités dans les études sur le chromosome 1q : CKS1B, PSMD4, MCL1 et BCLO.
Dans notre cohorte, seul CKS1B ressort significativement surexprimé parmi le groupe 3 copies
par rapport au groupe 2 copies. Ce résultat est concordant avec les précédentes études

incriminant CKS1B dans la physiopathologie de cette population.

d) Volcano plot : Top 10 des génes surexprimés : groupe 3 copies

comparé au groupe 2 copies.
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Figure 13 : Volcano plot représentant les 10 genes les plus surexprimés (nombre de fold change) et le

plus significativement (p adj) par le groupe 3copies par rapport aux 2copies.

Cette image représente les 10 génes significativement les plus exprimés par le groupe 3 copies
par rapport au groupe 2 copies. Nous pouvons citer les genes DUSP8 (Dual specificity
phosphatase 8) localisé sur le chromosome 11, qui joue un rdle dans le cycle cellulaire en
inhibant la voie MAP Kinase (36); le gene EMP3 (Epithelial Membrane protein 3 - chromosome
19) qui est associé a la prolifération cellulaire et & la communication intercellulaire. EMP3 a
été evoqué comme gene suppresseur de tumeur dont la dérégulation épigénétique est en cause
dans le carcinome hépatocellulaire ou le glioblastome (37) FGFR3 (Fibroblast growth factor
receptor 3) est surexprimé, probablement en rapport avec la forte association du gain 1q avec
la translocation (4 ; 14). On remarque que CKS1B ne fait pas partie des 10 génes les plus

surexprimés significativement par le groupe 3copies.

Plus particulierement, les génes NTRK1 et TAGLNZ2, localisés sur le locus 1921.3, représentent
une piste de recherche intéressante. En effet le premier est connu dans les leucémies aiguies
lymphoides de I’enfant ou encore dans le glioblastome pour étre impliqué dans des transcrits
de fusion oncogéniques (38,39). Le second code pour une protéine de la famille des ‘Actin-
binding protein’, protéine de liaison a I’actine dans les fibres musculaires, mais avec aussi un

role oncogénique, étudié dans le glioblastome (40,41).

Etonnamment, est surexprimé CDKN2D (cyclin dependant kinase inhibitor 2D), géne localisé
sur le chromosome 19p13, impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, et impacté dans

certaines maladies neurodégénératives.
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e) Heatmap : Niveaux d’expression des génes localisés sur le

chromosome 1q, entre les groupes 3 et 2 copies.

3 vs 2 copies, padj <0.06 & FC<2 1q21
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Figure 14 : Heatmap : comparaison de 1’expression des génes localisés sur 1q entre les groupes 3 et 2

copies.

Cette heatmap confirme la sur-expression des genes localisés sur le chromosome 1q par la
cohorte porteuse de 3copies du 1g. Point intéressant, le niveau d’expression des genes parmi
les patients 3 et 4 copies varie de maniére non homogene et sans dégager de clusters francs

parmi ces échantillons. Ceci est probablement di a I’hétérogénéité sous-clonale du myélome.

Parmi les génes surexprimés par les patients porteurs d’une anomalie 1q, on peut citer plusieurs
génes impliqués dans le métabolisme cellulaire : CA14 (métalloenzyme), ZNF687 (Zinc Finger
Protein 687) impliqué dans le développement osseux et en cause dans la maladie de Paget,
MTX1 (human Methaxin gene) relié a la maladie de Gaucher. CKS1B est représente ainsi que

plusieurs membres de la famille S100, impliquée dans le transport calcique
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2. Analyse moléculaire entre les patients porteurs d’une amplification 1q (4

copies) et d’un gain 1q (3 copies)

a) Heatmap : Niveau d’expression génique global comparant les
groupes 4 a 3 copies de 1q
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Figure 15 : Heatmap : expression globale des genes entre les groupes 4 et 3

On observe une différence d’expression nette entre le groupe des 4 copies (en rouge) par rapport
au groupe des 3 copies (a gauche et au centre du heatmap). A ’extrémité droite, persiste un

groupe d’échantillons 3 et 4 copies dont les génes sont globalement tous surexprimés.

37



b) Heatmap : représentation du niveau d’expression génique
comparant les groupes 4 et 3 copies, sur les génes localisés sur le

chromosome 1q.
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Figure 16 : Heatmap des genes localisés sur 1q entre les groupes 4 et 3 copies.

Cette analyse met en évidence les différences d’expression génique entre les groupes 4 et 3
copies, centrée sur les génes du 1g. Hormis les genes impliqués dans la formation des
neuroblastomes (NBPF — Neuroblastoma Breakpoint Family — encadré bleu) les genes les plus
exprimés par le groupe des 4 copies sont liés au transport cellulaire de calcium (encadré rouge).
A noter la présence de MCL1 (entouré en vert), appartenant a la famille des protéines anti-

apoptotiques, surexprimé par le groupe des 4 copies.

C) Les voies cellulaires entre 4 et 3copies
L’analyse des voies cellulaires rend compte d’une sur-expression par le groupe des 4 copies par
rapport aux 3 copies des voies de survie cellulaire en conditions de stress: conditions
d’hypoxie, des voies de prolifération cellulaire. Les voies de signalisation de 1’inflammation

sont également surexprimées.
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Discussion :

Notre étude associant une partie clinique observationnelle et une partie biologique
expérimentale, nous permet sur une large cohorte francaise d’ajouter des informations au débat
sur le pronostic du 1q. Les données observationnelles ne nous permettent pas de conclure a une
différence significative tant sur la survie globale : 48,5% et 33,4 % a 60 mois entre les groupes
3 copies et 4 copies (HR = 1,49 [0,99 ; 2,23]) (p=0,051), que sur la survie sans progression :
SSP a 24 mois de 30,7% et 45,8% (HR = 1,39 [0,97 ; 1,99]) pour les groupes 4 et 3 copies
respectivement. Ceci dégage cependant une tendance pronostique péjorative a I’amplification
1q, d’autant que I’analyse multivariée confére a la dell7p, la dellp32, la trisomie 21 et a
I’amplification 1q une valeur pronostique péjorative en survie globale. Les données
expérimentales nous ont permis d’apprécier les différences d’expression génique entre les
différentes cohortes de patients. On remarque une surexpression significative de CKS1b dans
le groupe 3 copies par rapport au groupe standard, cependant celui-ci ne fait pas partie des 10
geénes les plus surexprimés. L’expression génique entre les cohortes amplification 1q et gain 1q
montrent une surexpression significative de plusieurs genes de la famille S100, impliqués dans

le transport calcique.

De maniere générale, les différentes études rétrospectives attribuent au gain 1q, un pronostic
défavorable sur la survie globale (42-47). L’impact significatif sur la survie sans progression
reste débattu (48). Des affinités d’association entre différentes anomalies cytogénétiques
existent, ainsi le gain 1q est trés fréqguemment retrouvé associé a la délétion 1p, a la délétion
13q et a la translocation (4;14) (48-50), d’ou la remise en cause par certaines équipes de son
impact pronostique indépendant, plut6t lié a celui de ses associations (51,52). Les techniques
de biologie moléculaire telles que I’hybridation sur puce (CGH-array), puis le NGS, ont permis
d’étoffer les connaissances sur la physiopathologie du gain 1q. Shaughnessy et son équipe (22)
réalisérent en 2007, un premier profil d’expression génique (GEP) chez 532 patients
nouvellement diagnostiqués d’un myélome multiple, traités par un traitement d’induction +
double autogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Ils en tirérent une liste de 70 genes
associes a un pronostic défavorable (SSP et survie globale raccourcies), 30% de ces genes
étaient localisés sur le chromosome 1, avec plus particulierement des genes surexprimés sur le
bras long, et des genes sous-exprimés sur le bras court. Le géne codant pour la protéine CKS1B
ressortait de maniére significative parmi les génes du bras long, impliqué dans la stadification
de haut risque. Chang et al en 2006, dépeint parmi une cohorte de 123 patients, le gene CKS1B

comme marqueur de sevérité et de prolifération en corrélant un taux croissant d’expression
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entre un myélome au diagnostic / a la rechute / une leucémie a plasmocytes. Il ne retrouva pas
la sur-expression du gene parmi la population de MGUS (23 patients) (53). Dans le méme sens,
Stella et al et Bolli et al, associerent CKS1B avec un taux plus élevé de B2microglobuline et
Ki67, marqueurs biologiques de la prolifération cellulaire et de la masse tumorale (23,54).
Fonseca en 2006 sur une cohorte rétrospective de 159 patients et Bock en 2016 sur une cohorte
de 475 patients imputaient a CKS1B un rdle pronostique dans la survie globale de patients

atteints de myélome et autogreffés (9,55).

Le gain 1qg peut compter 3 copies du bras long du chromosome, ou 4 copies (amplification 1q),
jusqu’a 8 copies au maximum. L’analyse quantitative de CKS1B et de sa protéine par Western
Blot (16,23) conclut a une augmentation de I’expression génique avec le nombre de copies.
Gang et al en 2014 et Shah et al dans une méta-analyse de 2017 ne retrouvaient pas de différence
significative pronostique entre le gain 1q et ’amplification 1q (277 patients porteurs de 3 copies
et 80 porteurs de 4 copies). A I’inverse, Walker et al en 2015, dans une étude multicentrique
utilisant le whole exome sequencing sur 463 patients, décrivait un impact pronostique de
I’amplification 1q sur la PFS et I’OS en comparaison au gain 1q (dont le pronostic était
semblable aux patients sans gain 1q) (52). En 2019, dans le cadre du Myeloma Genome Project,
Walker et al associait la délétion 17p (ou mutation biallélique de TP53) avec I’amplification de
CKS1B chez les patients 1ISS3 comme sous-groupe de haut risque pronostique appelés les
« double hit » (56).

Par ailleurs, parmi les génes les plus surexprimés par la cohorte gain 1q, se trouvent : NTRK1
et TAGLNZ, localisés sur 1g23.1 et 1923.2 respectivement. NTRK1, récepteur membranaire, se
lie a la neurotrophine pour activer la voie MAP kinase par des processus de phosphorylation. Ce
gene joue donc un role dans la prolifération cellulaire, qui peut étre devié pour servir
I’oncogeneése par des variants ou des transcrits de fusion impliquant NTRK1. 11 est I’objet de
recherches et d’application clinique par thérapie ciblée, notamment pour le transcrit ETV6-
NTRK1 dans la leucémie aigtie myeéloide (38). Le géne de la Transgéline 2, codant pour une
protéine de la famille des ‘Actin Binding Protein’, joue un role dans la liaison protéique avec
I’actine dans les fibres musculaires. Un potentiel oncogénique a été¢ décrit dans plusieurs
néoplasies différentes notamment dans le glioblastome ou dans le cancer de vessie (41,57) ou
la protéine apparait surexprimée est quantifiable dans le liquide céphalo-rachidien ou dans les
urines, technique applicable en pratique clinique et extrapolable au myélome multiple. En 2017,
I’équipe de Han observait un taux d’expression de la protéine croissant selon le grade de
séverité de la tumeur gliale et associait a la Transgéline un impact pronostique (41). Des études
supplémentaires sur plasma médullaire nous permettraient de rechercher si TAGLN2 constitue
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un bio-marqueur fiable dans le myélome. Zhao et al (57) ont ciblé la Transgéline dans le cancer
de vessie via mirl33b (micro-ARN). TAGLN2 est surexprimé dans le cancer de vessie et relié
au stade avancé selon la classification TNM. lls ont identifié que la surexpression de mir-133b
inhibe D’invasion tissulaire, 1’angiogenése et augmente la chimio-sensibilité des cellules
cancéreuses a la gemcitabine (anti-métabolite). Ceci peut constituer une piste de recherche

intéressante dans le MM.

Les protéines S100, retrouvées dans notre étude comme surexprimees par les patients porteurs
d’une amplification 1q, sont également modulées par les processus oncogéniques. Les études
ont démontré que les néoplasies affichaient un profil S100 distinct en fonction du sous-type de
cancer et de son stade. Les protéines S100 sont principalement surexprimées et suractivées dans
la plupart des cancers comme dans le lymphome ou S100A9 activée pourvoie a la
lymphomagenese (32). Elles sont décrites comme impliquées dans la croissance cellulaire, dans
I’angiogenese et dans 1’échappement tumoral au systéme immunitaire. Elles peuvent avoir des
effets contradictoires en fonction de leur conformation allostérique et de leurs cibles. Par
exemple : S100A7 est décrit comme suppresseur de tumeur dans le cancer du sein ERa+, mais
promeut la croissance tumorale si ER- (58). S100A4 (aussi appelée metastatin) est sécrétée par
les TAM et les fibroblastes dans le cancer du poumon. S100A 12 favoriserait 1’expression de
molécules d’adhésion telles que ICAM et VCAM, impliquées dans la migration cellulaire et le
phénomene de métastases (33). Quant a S100A9, elle a été décrite dans la régulation de
CD28/B7, molécule de co-stimulation des lymphocytes T, pouvant moduler alors la réponse

immunitaire acquise et anti-tumorale (59).

De plus, plusieurs études incriminent les protéines S100 dans la résistance tumorale a la
chimiothérapie, comme S100A13 associé a une résistance a la dacarbazine dans le mélanome
(33), tout comme le transporteur TPR5, associé a une sur-expression de MDR1 (Multidrug
resistance 1) codant pour la Glycoprotein-p, responsable d’un efflux cellulaire de drogues
(dauxorubicine par exemple) (60). D’autres études démontrent une dérégulation de la protéine
TP53, suppresseur de tumeurs, par les protéines régulatrices du calcium, notamment par
S100A4 ((33)). L’altération de TPS53 peut étre responsable d’une moindre efficacité de la
chimiothérapie et d’un pronostic défavorable. L’¢tude de Zhang et al publiée en 2019, a
retrouvé une sous-expression du géne CACNALC codant pour Cavl (sous type de VGCC)
parmi des patients atteints de lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL) réfractaires au
traitement standard par R-CHOP, en immunohistochimie sur des fragments tissulaires
tumoraux ou par méthode de RT-PCR. lls associérent CACNAL1C a une résistance a la

chimiothérapie en mesurant une moindre apoptose cellulaire chez des lignées cellulaires de
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DLBCL transfectées par un géne CACNALC éteint. De méme in vivo, chez des souris malades,
ou I’extinction du géne abolit le bénéfice du traitement par Rituximab. Le traitement par un
agoniste calcique rétablissait I’efficacité du Rituximab sur la tumeur avec un effet synergique
(61). Meister et al demontraient déja en 2010, une synergie entre le Bortezomib (inhibiteur du
protéasome - Btz), et le Verapamil (V- inhibiteur calcique ciblant les VGCC utilisé dans
I’hypertension artérielle) dans le myélome multiple. En effet, sur des lignées cellulaires
myélomateuses, ils décrivaient une augmentation de la mort cellulaire a 1’association Btz-V.
Par des techniques de Western-blot, ils associaient la perte de viabilité cellulaire a une inhibition
de NFKkB et a une activation de caspases. De plus, on observait en microcopie électronique une
induction de mécanismes d’autophagie, reliés a une augmentation du stress endoplasmique par
Btz-V (62). Dix ans plus tard, Beider et al démontraient une surexpression de TRPV1 (groupe
des TRP) parmi les cellules myélomateuses issues de patients ou de lignées cellulaires.
L’association de Btz a un antagoniste de TRPV1 conduisait a la mort cellulaire via
I’accumulation de ROS induisant un stress mitochondrial, de maniére temps-dépendante et
dose-dépendante. Parallélement on remarquait une baisse d’expression de CXCR4, chimiokine
impliquée dans la migration cellulaire, et des protéines anti-apoptotiques BCL2 et MCL1,
décrites dans le myélome multiple (63). Plus réecemment encore, Samart et al, décrivaient une
diminution de la mobilité cellulaire dans des lignées de myélome aprés traitement par inhibiteur
calcique. Par la technique de Crispr/Cas9, ils reliaient ces résultats a 1’extinction de STIMI,
ORAI1 et TRPM7. En effet, ces transporteurs sont impliqués dans la régulation de I’O-
GIcNAcylation. Son activation entraine une diminution de la mobilité des cellules du myélome
en agissant notamment sur des intégrines. L’hypothése fut vérifiée sur un modéle murin avec
une réduction de la masse tumorale a I’interruption du dialogue entre 1’O-GIcNAcylation et le

calcium (64).

Un autre abord serait d’utiliser les protéines S100 dérégulées comme biomarqueurs tumoraux.
A T’heure ou de nouvelles techniques de dépistage précoce et moins invasives se développent
(ADN circulant tumoral notamment), le dépistage de protéines S100, ubiquitaires (intra-
tumorales, cellules métastatiques, liquide céphalo-rachidien, urines, salives...) serait un outil
intéressant. Cela a déja été testé notamment dans le glioblastome et dans le cancer du sein avec
la mesure de S100A4 (33). Cela pourrait étre une piste intéressante de recherche dans le
my¢lome multiple ou les techniques d’ADN circulant tumoral pour le moment ne s’averent pas
probantes (65). Cependant, les protéines S100 étant des protéines de stress, également sécrétées
dans les maladies neurodégénératives ou dans les maladies inflammatoires et dysimmunitaires,

un manque de spécificite serait a prendre en consideration.
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Enfin, on remarque une surexpression des voies de survie cellulaire en conditions de stress et
des voies de I’inflammation dans le groupe 4 copies versus 3 copies. Il a été décrit une
intéraction entre le métabolisme calcique et les voies de stress, notamment dans le
microenvironnement tumoral, favorisant par exemple la croissance cellulaire en conditions
d’hypoxie (66).

L’avantage de notre analyse est une vue d’ensemble du transcriptome chez une population
homogene, traitée avec les standards de traitements actuels, en comparaison avec les
précédentes études utilisant le GEP. Le RNA-sequencing représente une technique de pointe et
a la sensibilité supérieure aux techniques de CGH-array. La cohorte reste de faible effectif mais
cependant avec une proportion de 4 copies représentative. Les résultats rencontrés semblent
cohérents et en accord avec des précedentes recherches dans le domaine de la cancérologie.
Des pistes sont ouvertes quant a I’implication du métabolisme calcique dans la tendance
défavorable de I’amplification 1q, agissant sur des multiples de voies de régulation cellulaire

détournées dans la myélomagenese.
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Conclusion :

Le gain 1q est une des anomalies cytogénétiques les plus fréquentes parmi la population de
patients atteints de myélome multiple. Les mécanismes physiopathologiques de son pronostic
défavorable demeurent encore peu expliqués. CKS1B, géne codant pour une protéine
intervenant sur le cycle cellulaire est imputé depuis une quinzaine d’années sans démonstration
formelle et sans aboutir a des fins thérapeutiques. L’analyse transcriptomique nous a permis de
mettre en évidence une surexpression de genes d’intérét comme les protéines S100. Cibler le
transport calcique semble une piste intéressante et peu étudiée pour le moment dans le myelome
multiple. L’analyse observationnelle de notre cohorte de patients a montré une survie sans
progression et une survie globale diminuées parmi les patients porteurs de 4 copies par rapport
a 3 copies, de maniére non significative. L’amplification 1q semble induire une sur-expression
des voies de survie cellulaire, particulierement en conditions de stress, pouvant poser la
question d’une résistance aux thérapeutiques utilisées dans le myélome multiple. De nouvelles
pistes de recherche semblent s’ouvrir a la vue de ces résultats, quant a la compréhension
physiopathologique du gain 1q et de son impact pronostique. L’analyse de la maladie résiduelle

apporterait aussi des réponses quant au pronostic de ces patients, a 1’échelle moléculaire.
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ANALYSE PRONOSTIQUE ET TRANSCRIPTOMIQUE DE PATIENTS ATTEINTS
DE MYELOME MULTIPLE AVEC GAIN 1q

Introduction : Le gain 1q porte un prognostic défavorable dans le myélome multiple. L’objectif de 1’étude était de
comparer la survie de patients porteurs de gains 1q et d’une amplification 1q (plus de 3 copies). Nous avons réalisé
une analyse transcriptomique afin d’apprécier les processus moléculaires en rapport.

Patients et Méthodes : L’analyse observationnelle retrospective portait sur 219 patients : 180 avec un gain 1q et
39 avec une amplification. Les patients avaient été traités de maniére homogeéne : imunomodulateurs ou agents
alkylants +/- inhibiteurs du protéasome + corticoides, avec une intensification thérapeutique et autogreffe de
cellules souches. Le suivi médian était de 44 mois. L’analyse transcriptomique a porté sur 24 échantillons avec
gain 1q, 22 avec amplification et 14 échantillons contréles, sans gain 1q.

Résultats : 11 n’y a pas de différence significative retrouvée sur la survie globale : 48,5% et 33,4 % a 60 mois entre
les groupes 3 copies et 4 copies (HR = 1,49 [0,99 ; 2,23]) (p=0,051), ou sur la survie sans progression ;: PFS a 24
mois de 45,8% et 30,7% (HR = 1,39 [0,97 ; 1,99]). CKS1B, TAGLN2 et NTRK1 sont surexprimés dans la cohorte
gain 1g. On retrouve une surexpression significative de plusieurs génes de la famille S100 dans la cohorte avec
amplification 1q, impliqués dans le transport calcique.

Conclusion : ’analyse observationnelle n’a pas retrouvé de différence significative mais une tendance péjorative
de P’amplification 1q par rapport au gain 1q sur la survie globale. L’analyse transcriptomique retrouve
I’implication du géne CKS1B dans la physiopathologie du gain 1q et une surexpression des protéines S100.

Mots clés : Myélome multiple — Gain 1g — CKS1B — transport calcique — S100

PROGNOSIS AND TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF MULTIPLE MYELOMA PATIENTS
WITH GAIN 1q

Objective : gain 1qg has unfavourable prognosis un multiple myeloma. The aim of this study is to compare global
survival of patients with gain 1q and amplification 1q (more than 3 copies). We performed RNA-sequencing
analysis to appreciate molecular pathway indeed.

Patients and Methods : We performed a retrospective statistical analysis of 219 patients cohort composed by 180
gain 1g and 39 amplification. Patients were homogeneously treated : immunomodulators or alkylating agent +/-
proteasome inhibitor and steroids, with intensification and stem cell transplantation. Median follow up was 44
months. RNA-sequencing was performed on 24 gain 1g samples, 22 amplification 1g samples and 14 with no gain.

Results : Progression free survival showed no significant difference between gain 1g and amplification.
Amplification 1g showed worst overall survival : 33,4 % versus 48,5% at 60 months, p= 0,051 (HR =1,49[0,99 ;
2,23]). RNA-sequencing showed upregulation of CKS1B, TAGLN2 and NTRK1 in gain 1q. Genes coding for
calcium binding protein and transport like S100 family proteins seems involved in pathological amplification 1g.

Conclusion : Amplification 1gq seems to have worst prognosis on overall survival than gain 1qg. Cellular cycle
genes may be involved, as calcium transport genes.

Key Words : Multiple myeloma — gain 1q — CKS1B — calcium binding — S100
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