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Résumé : Le myélome multiple (MM) est une 
tumeur hématologique causée par la prolifération 
incontrôlée de plasmocytes à longue durée de 
vie. L’hétérogénéité génomique du MM est 
caractérisée par une diversité importante des 
altérations génétiques somatiques, des 
modifications épigénétiques, et des programmes 
transcriptionnels dont l’articulation reste mal 
comprise et que nous explorons en trois axes. 
   Nous montrons que (1) l’ADN du MM est 
globalement appauvri en 5-hydroxyméthyl-
cytosine (5hmC) par rapport à l’ADN de 
plasmocytes non-tumoraux. Le faible niveau 
global de 5hmC dans l’ADN corrèle avec 
l’agressivité de la maladie. La marque est 
présente localement aux régions actives et 
transcrites de la chromatine, et reflète les sous-
groupes moléculaires du MM (CCND1, MMSET, 

etc.) ainsi que leurs programmes d’expression 
génique associés. 

   Puis, (2) nous décrivons les anomalies 
génomiques associées à la progression clinique 
et à l’acquisition de la résistance au venetoclax, 
une thérapie ciblée anti-BCL2. Les altérations 
génomiques sélectionnées sont concentrées sur 
la famille du BCL2 de façon clonale ou sous-
clonale. Ces résultats sont étayés par des tests 
fonctionnels et des analyses d’expression 
génique.  
   Enfin, (3) nous proposons d’associer la 
transcriptomique des cellules de myélome aux 
paramètres de rendu d’imagerie médicale pour 
définir de nouveaux indicateurs pronostiques qui 
reflètent l’expansion et l’agressivité de la 
maladie.  
   Ce travail contribue à notre compréhension de 
l’oncogenèse et de la progression du MM tout en 
fournissant des biomarqueurs susceptibles de 
trouver leur place en clinique.  

 

Title: A Study of the Initiation and Progression of Multiple Myeloma with Single-Cell Transcriptomics 
and Genome-wide Mapping of Hydroxymethylation Technologies 

Keywords: 5-hydroxymethylcytosine; Genomics; Multiple Myeloma; Clonal heterogeneity 

Abstract: Multiple Myeloma (MM) is a 
hematological malignancy caused by the 
uncontrolled proliferation of long-lived plasma 
cells. Genomic heterogeneity of MM is 
characterized by a significant diversity of somatic 
genetic alterations, epigenetic modifications, and 
of transcriptional programs whose integration 
remains poorly understood, and that we discuss in 
three parts. 
   First, compared to normal plasma cells, we 
found global DNA 5-hydroxymethylcytosine 
(5hmC) levels to be lower in MM. Higher 5hmC 
levels correlated with a less severe disease. Local 
5hmC remained at active and transcribed regions 
of the chromatin where it mirrored the MM 
molecular subgroups (CCND1, MMSET, etc.) as 
well as their gene expression programs. 

   Second, we described unique genomic 
abnormalities that were associated with clinical 
progression and acquired resistance to 
venetoclax, an anti-BCL2 targeted therapy. The 
BCL2 family of genes displayed numerous 
alterations that were clonally or sub-clonally 
selected. Functional tests and gene expression 
profiling underpinned these results. 
   Third, transcriptional programs of MM cells 
were associated with biomedical imaging 
parameters to define new prognostic markers 
that mirrored the expansion and severity of the 
disease. 
   Together, this work contributes to our 
understanding of MM oncogenesis and 
progression while it also unravels novel clinical 
biomarkers. 
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Partie 1. INTRODUCTION 

1. LA GENÈSE DU PLASMOCYTE À LONGUE DURÉE DE VIE 

Les acteurs cellulaires de l’immunité humorale sont responsables de nombreux 

cancers : le myélome multiple, auquel nous nous intéresserons particulièrement ici, est 

une hémopathie maligne dont la cellule d’origine est un plasmocyte à longue durée de 

vie et producteur d’anticorps. La connaissance de l’immunité humorale 

physiologique, capitale dans le monde moderne, nous aide à appréhender ce qui rend 

l’oncogénèse plasmocytaire si particulière. Ainsi la différentiation et l’activation du 

lymphocyte B comme l’oncogenèse B ont fait l’objet de nombreuses excellentes revues 

(Küppers, 2005; Kurosaki et al., 2015; Nutt et al., 2015; Ise and Kurosaki, 2019; Akkaya 

et al., 2020). Nous en reprenons ici les éléments qui nous semblent pertinents pour 

introduire l’étude de la génomique du myélome multiple. 

L’acquisition de la mémoire B est communément divisée en trois phases : (1) la 

différentiation précoce du B dans la moelle osseuse, par ailleurs siège de 

l’hématopoïèse, (2) l’activation des lymphocytes B des centres germinatifs (GC) après 

stimulation antigénique via le récepteur des cellules B (BCR), et (3) la différentiation 

en lymphocyte B mémoire et plasmocytes à longue durée de vie. Ces phases de 

différentiation et d’activation sont le siège des recombinaisons VDJ, de 

l’hypermutation somatique (SHM) et de la commutation isotypique (CSR) : elles sont 

autant d’étapes susceptibles de générer, de manière accidentelle, une recombinaison 

anormale de l’ADN et d’être le siège d’une prolifération tumorale. 

1.1. DÉVELOPPEMENT DU LYMPHOCYTE B ET ACTIVATION DU BCR 

À partir de cellules souches hématopoïétiques sont produits des précurseurs 

myéloïdes (CMP) et lymphoïdes (CLP). Les CLP peuvent engendrer des lymphocytes 

Natural Killer (NK), T, et B. L’expression des facteurs de transcription E2A (TCF3)1, 

EBF (EBF1) et PAX5 détermine la différentiation des CLP dans la lignée B précoce (pré-

pro-B, Figure 1) (O’Riordan and Grosschedl, 1999). 

                                                

1  On note le nom d’une protéine humaine en majuscules, le symbole d’un gène humain en 
majuscules italiques 
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Figure 1 – Différentiation précoce du lymphocyte B et différentiation en plasmocyte. IgH : chaîne lourde des 

immunoglobulines ; SLC : chaînes légères de substitution ; TdT : nucléotidylexotransférase d’ADN ; RAG : gènes activant la 

recombinaison ; OLS : organe lymphoïde secondaire ; AID : Activation-induced cytidine deaminase ; SHM : Hypermutation 

somatique ; CSR : Commutation isotypique. 

 

 

 

Figure 2 - Recombinaison VDJ sur le locus de la chaîne lourde des immunoglobulines. N-ter (resp. C-ter) : extrémité N-

terminale (resp N-terminale). D’après les cours de l’IMGT (http://atlasgeneticsoncology.org/Educ/PolyIgFr.html). 
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En vue d’assembler le BCR, les précurseurs B subissent un premier réarrangement 

des fragments D-J du locus de la chaîne lourde des immunoglobulines (IgH) sur le 

chromosome 14 (chr14, Figure 2). Ensuite, le fragment V est recombiné avec le 

fragment D-J pour former le VDJ. Ce réarrangement est permis par l’activation 

d’enzymes recombinantes RAG1/RAG2 et TDT (DNTT). S’il n’est pas fonctionnel, le 

second allèle est réarrangé selon le même processus, sinon, le second allèle subit 

l’exclusion allélique. L’apposition du fragment constant au fragment VDJ se fait par 

épissage alternatif lors de la transcription. 

Les lymphocytes pré-B expriment un pré-BCR composé de l’IgH réarrangé et de 

chaînes légères de substitution (SLC). Le pré-BCR est associé aux CD79A/B et sa 

survie est déterminée par sa capacité de signalisation.  

Le réarrangement VJ de la chaîne légère kappa est initié sur le chromosome 2, et si 

aucun des deux allèles n’est fonctionnel, c’est le locus VJ lambda qui est arrangé sur le 

chromosome 22 suivant les mêmes règles (Figure 3). Le réarrangement kappa non-

fonctionnel entraine une délétion d’enhancer (une région régulatrice amplificatrice qui 

stimule la transcription d’un gène proximal) en aval d’IgK – cet enhancer est perdu 

dans environ 50% des LB kappa et dans les LB lambda (Figure 4). À l’inverse, le 

réarrangement lambda n’entraine pas de délétion d’enhancer sur le locus IgL 

(Siminovitch et al., 1985). En pratique, deux tiers des lymphocytes B expriment la 

chaîne kappa. 
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Figure 3 - Logigramme de l'expression des chaînes légères des immunoglobulines. IgK : chaîne légère kappa des 

immunoglobulines. IgL : chaîne légère lambda des immunoglobulines. D’après les cours de l’IMGT 

(http://atlasgeneticsoncology.org/Educ/PolyIgFr.html) 

 

Figure 4 - Recombinaison VJ des loci IgK et IgL. N-ter (resp. C-ter) : extrémité N-terminale (resp N-terminale). D’après les 

cours de l’IMGT (http://atlasgeneticsoncology.org/Educ/PolyIgFr.html). 
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Une fois le BCR réarrangé, les lymphocytes B sont dits immatures et expriment un 

isotype IgM (Figure 1, Figure 5). Ils migrent vers les organes lymphoïdes secondaires 

(OLS) via la circulation sanguine. Les lymphocytes B naïfs activés par la première 

rencontre antigénique prolifèrent et suivent trois voies de différentiation possibles 

(Figure 5) : 

- En plasmocytes à courte durée de vie, qui produisent des anticorps spécifiques 

de l’antigène présenté, d’isotype préférentiel IgM, mais parfois commuté en IgG 

ou IgA, et qui s’accumulent dans les OLS. 

- En lymphocytes B des centres germinatifs, acteurs majeurs de la troisième 

phase de réponse immunitaire B, précurseurs des plasmocytes à longue durée 

de vie ou des B mémoire. 

- En lymphocytes B indépendants du GC, qui peuvent à leur tour produire des 

plasmocytes à courte durée de vie, à longue durée de vie, ou des B mémoire 

indépendants des GC et de l’interaction avec les lymphocytes T. 

Les paramètres qui déterminent la directionalité de la différentiation des 

lymphocytes B activés en un des trois types cellulaires décrits ci-dessus sont encore 

mal connus. Il semble qu’un niveau important d’expression d’IRF4 (Interferon 

regulatory factor 4) joue en faveur d’une différentiation précoce en plasmocyte, et 

qu’au contraire, un niveau faible d’IRF4 entraine une différentiation en lymphocyte B 

du centre germinatif. Le niveau d’IRF4 semble déterminé par l’affinité de l’interaction 

antigène-BCR. En somme, une interaction forte induit des niveaux élevés d’IRF4, plus 

susceptible d’entrainer une différentiation en plasmocyte, alors qu’une affinité faible 

de l’antigène pour le BCR entrainerait des niveaux faibles d’IRF4 et une inclinaison 

pour la différentiation en B des centres germinatifs (Ochiai et al., 2013; Taylor et al., 

2015).  

 

 



 

 
16 

  

Figure 5 - Activation du lymphocyte B et différentiation en plasmocyte à longue durée de vie. BCL6 : B-cell 

lymphoma 6 ; BCMA : B-cell maturation antigen ; BLIMP1 : PRDM1/PR domain zinc finger protein 1 ; CD138 : syndecan-

1/SDC1 ; GC : centre germinatif ; IRF4 : Interferon regulatory factor 4 ; PAX5 : Paired box protein 5 ; XBP1 : X-box binding 

protein 1 
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1.2. LA DIFFÉRENTIATION TERMINALE B 

Dans la troisième phase de la différentiation, les lymphocytes B du GC prolifèrent, 

subissent la SHM qui augmente l’affinité antigénique, puis empruntent une des voies 

de différentiation suivantes (Figure 5) : 

- En plasmocyte à longue durée de vie présentant CD38, CD138, SLAMF7, 

BCMA, sécréteur d’anticorps, qui niche dans la moelle osseuse. 

- En lymphocyte B mémoire à longue durée de vie, qui niche dans les OLS, 

caractérisé principalement par l’expression additionnelle du CD27. 

- Un retour dans la zone de prolifération du GC, aussi appelée zone sombre, pour 

reprendre la maturation de l’affinité antigénique. 

De manière intéressante, alors que la CSR est souvent associée à la SHM, 

notamment parce que l’activité enzymatique de la cytidine désaminase AID (AICDA) 

est nécessaire aux deux (Muramatsu et al., 2000), Roco et collègues ont montré 

récemment que le déclenchement de la CSR se fait avant l’entrée dans le GC et avant 

la SHM (Roco et al., 2019). 

1.3. LE PLASMOCYTE À LONGUE DURÉE DE VIE 

Les plasmocytes à longue durée de vie et producteurs d’anticorps sont 

généralement produits dans les GC en réponse à une stimulation antigénique 

dépendant de la réponse T, et présentent trois caractéristiques : ils sont reprogrammés 

par des facteurs de transcription, ils sécrètent des anticorps, et ils nichent dans la 

moelle osseuse où ils peuvent survivre de nombreuses années (Boise et al., 2014; Nutt 

et al., 2015; Ise and Kurosaki, 2019). 

Les plasmocytes ont un profil transcriptomique distinct de la lignée B, et on retient 

communément que la différentiation est contrôlée par la baisse d’activité des facteurs 

de l’identité B PAX5 et BCL6 couplée à une augmentation des trois facteurs de 

transcription : IRF4, BLIMP1 (PRDM1), et XBP1 (Nutt et al., 2015). IRF4 est un facteur 

requis pour la différentiation et l’activation B, et à forte dose, il réprime BCL6 et active 

PRDM1. L’expression de PRDM1 nécessite IRF4 et réprime notamment l’expression 

de BCL6, PAX5, MYC et AID. XBP1 est activé avec la perte de PAX5 et est un acteur 

de la réponse aux protéines mal repliées (UPR), réponse induite par le stress du 

réticulum endoplasmique et associée à la forte production de protéines à sécréter (Nutt 

et al., 2015).  
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À propos, MYC, une cible de l’inhibiteur transcriptionnel BLIMP1, est 

probablement clé dans la différentiation terminale, car les B très affins expriment 

fortement MYC, ils sont plus susceptibles de se différencier en plasmocytes, et certains 

expriment aussi IRF4 (Ise and Kurosaki, 2019). Des travaux futurs pourraient élucider 

les mécanismes de différentiation terminale ; le rôle et la nécessité de la stimulation 

CD40 font notamment débat (Ise and Kurosaki, 2019). 

La différentiation complète vers le plasmocyte est mal connue et fait l’objet de 

recherche active : il demeure que les plasmocytes humains normaux expriment 

fortement BLIMP1, n’expriment pas MYC, ne prolifèrent pas, et résident dans la 

moelle osseuse. 

Le recrutement des plasmocytes dans la moelle osseuse est médié par l’axe CXCL12-

CXCR4 (Hargreaves et al., 2001). CXCR4 est exprimé par les plasmocytes et CXCL12 

est issu de cellules qui composent la niche de la moelle osseuse : les cellules stromales 

VCAM1+CXCL12+ (Figure 6). La niche est aussi composée de cellules assurant la 

survie des plasmocytes par la sécrétion de facteurs tels que l’interleukine-6 (IL6) et 

APRIL (A proliferation-inducing ligand, TNFSF13). Il n’y a pas de type cellulaire 

unique nécessaire à la sécrétion d’APRIL même si ce rôle a été attribué aux 

éosinophiles. Il est probable qu’un certain nombre agit de concert notamment dans la 

lignée hématopoïétique et que les niveaux d’IL6 et d’APRIL sont multifactoriels 

(Khodadadi et al., 2019). Enfin, l’axe APRIL-BCMA agit pour la survie des plasmocytes 

via MCL1, protéine anti-apoptotique de la famille du BCL2. Les plasmocytes ne 

survivent pas in vivo sans MCL1, et BCMA est requis pour une forte expression du 

MCL1 (Peperzak et al., 2013). 

C’est également à ce stade terminal de différentiation que le CD138 (SDC1, 

Syndecan-1) est exprimé à la surface des plasmocytes. Le CD138 est utilisé comme 

marqueur ubiquitaire des cellules de myélome multiple comme des plasmocytes 

normaux. Le CD138 joue un rôle majeur dans la survie des plasmocytes en augmentant 

les signalisations d’IL6 et APRIL, qui confèrent un avantage à la survie des 

plasmocytes par rapport aux cellules n’expriment pas ou peu le CD138 (McCarron et 

al., 2017). Au-delà du CD138, on caractérise couramment les plasmocytes dans la 

moelle par les marqueurs de surface CD38, BCMA (TNFRSF17, CD269), et CS1 

(SLAMF7, CD319). 
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Figure 6 - Interactions du plasmocyte avec le microenvironnement de la moelle osseuse. 

 

 

 

Figure 7 - Translocations majeures de l’IgH des lymphomes B et du myélome. BL : lymphome de Burkitt ; DLBCL : 

lymphomes diffus à grandes cellules B ; FL : lymphome folliculaire ; MALT : lymphome du tissu lymphoïde associé aux 

muqueuses ; LPL : lymphome plasmacytique ; MCL : lymphome à cellule du manteau ; MM : myélome multiple ; IgH : locus de 

la chaîne lourde des immunoglobulines. Représentation en « circos plot » réalisée avec R/circlize d’après les données de Küppers 

et al., 2005. 
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1.4. LA DIFFÉRENTIATION CELLULAIRE B ET LES LYMPHOMES B 

Une caractéristique récurrente des lymphomes B est la présentation de 

translocations résumées en Figure 7 d’un locus des Ig (principalement IgH) avec un 

oncogène. Les translocations ne sont pas nécessairement équilibrées (c’est-à-dire 

qu’un bras de chromosome peut être perdu dans l’opération de réarrangement tout en 

donnant un clone tumoral viable), mais elles sont souvent clonales (c’est-à-dire 

présente dans toutes les cellules tumorales). On considère que la juxtaposition d’un 

enhancer des IgH à un oncogène est un marqueur de tumorigénicité caractéristique 

des lymphomes B et du myélome. 

95% des lymphomes à cellules du manteau (MCL) présentent une translocation 

t(11;14) IgH-CCND1 qui recombine la cycline D1 au locus régulateur de l’IgH. La 

moitié des patients présentent également une délétion du locus chr13q14 et de la 

protéine du rétinoblastome (Rb). Aussi, 90% des lymphomes folliculaires présentent 

une translocation t(14;18) IgH-BCL2. Dans le lymphome de Burkitt, presque toujours 

lié à une infection au virus d'Epstein-Barr (EBV), MYC est systématiquement 

transloqué avec l’IgH en t(8;14) (Küppers, 2005). De manière intéressante, l’équipe de 

Vassetzky montre par FISH 3D dans une infection au virus de l’immunodéficience 

humaine (HIV) in vitro que la protéine virale Tat induit des cassures d’ADN RAG1-

dépendantes, puis une co-localisation nucléaire des deux loci IgH et MYC, favorisant 

statistiquement leur recombinaison aberrante (Germini et al., 2017).  

D’autre part, puisqu’il a été question de survie des progéniteurs B dans les 

paragraphes précédents, soulignons que la signalisation du BCR semble également 

nécessaire à la survie de la majorité des lymphomes à BCR (Küppers, 2005). La survie 

via le BCR est médiée par les protéines de la famille du BCL2 (Enders et al., 2003). La 

protéine anti-apoptotique BCL2 elle-même, qui est fortement exprimée dans les B 

matures, offre une vulnérabilité : BCL2 peut être ciblée par des molécules 

thérapeutiques, nous y reviendrons également. 
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2. LE MYÉLOME MULTIPLE : UNE HÉMOPATHIE MALIGNE DU 

PLASMOCYTE 

2.1. STADES PRÉCURSEURS DE LA MALADIE ET PROGRESSION DU MYÉLOME 

Le myélome multiple est une hémopathie maligne caractérisée par la prolifération 

anormale d’un clone plasmocytaire producteur d’anticorps, le plus souvent dans la 

moelle osseuse mais régulièrement présent aussi dans la circulation sanguine et 

d’autres tissus et organes extra-médullaires. Malgré une forte hétérogénéité clinique 

d’un patient à l’autre qui rend difficile la caractérisation unifiée du myélome multiple, 

les myélomes symptomatiques partagent des stades précurseurs : la gammapathie 

monoclonale de signification indéterminée (MGUS) et le myélome multiple indolent 

(SMM) (Rajkumar et al., 2014) (Figure 8). 

Le MGUS concerne 3% des adultes de plus de 50 ans (Kyle et al., 2006). Certains 

patients présentent un MGUS stable et non-traité, durant des décennies, alors que 

d’autres progressent vers le stade symptomatique en quelques mois, si bien qu’on 

montre que la fréquence moyenne de progression clinique est d’1 à 2% par an pour un 

MGUS, et de 10% pour un SMM (Rajkumar et al., 2014; Kyle et al., 2018). Aujourd’hui, 

les SMM font l’objet d’une surveillance sans intervention thérapeutique (Rajkumar et 

al., 2015). La situation est susceptible d’évoluer dans les années à venir avec la 

reclassification des SMM (Rajkumar et al., 2014), les essais cliniques interventionnels 

chez les patients à risque (Mateos et al., 2013; Rajkumar et al., 2018; Landgren et al., 

2020), et l’amélioration des modèles pronostiques de progression clinique (Lakshman 

et al., 2018; Bustoros et al., 2020).  

Finalement, environ 20% des MGUS progressent vers un stade clinique incluant le 

myélome multiple mais pas seulement : on peut évoquer l’amylose de type AL et la 

macroglobulinémie de Waldenström (MW) (Kumar et al., 2017a), même si 

historiquement, notre équipe de recherche n’étudie pas ces cas cliniques. L’amylose de 

type AL est caractérisée par une accumulation d’IgK ou IgL clonale mal conformée 

sans prolifération oncogénique du clone plasmocytaire : ce n’est donc pas un cancer 

(Desport et al., 2012). La MW quant à elle est caractérisée par une prolifération clonale 

IgM très majoritairement associée à la mutation gain-de-fonction MYD88_L265P, un 

profil atypique par rapport aux myélomes multiples. MYD88_L265P est souvent 

complétée d’une mutation non-sens ou de décalage du cadre de lecture de CXCR4, qui 

tronque la queue cytosolique du récepteur de CXCL12 (Hunter et al., 2014; Bustoros et 

al., 2019; Yu et al., 2020). 
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Figure 8 - Modèle de progression du myélome multiple depuis les stades indolents de la maladie. Le gradient de couleur 

représente l’avancement de la maladie. 

 

 

 

Tableau 1 - Critères de diagnostic du myélome multiple d'après l’IMWG 2014. CRAB : hypercalcémie, insuffisance rénale, 

anémie, et lésions osseuses ; IRM : Imagerie par Résonance Magnétique ; TEP-FDG : Imagerie par tomographie à émissions de 

positons au 18-F-Fluorodésoxyglucose. 

Taux de plasmocytes clonaux ≥ 10% et un des critères suivants : 
- Critère CRAB avec atteinte de l’organe impliqué 
- Taux de plasmocytes clonaux ≥ 60% 
- Ratio de chaîne légère libre sérique ≥ 100 
- ≥2 lésions focales ≥5mm à l’IRM 

Critères CRAB Hypercalcémie : calcium >0.25mg/dL au-dessus de la limite normale ou >11mg/L 
Insuffisance rénale : créatinine sérique >2mg/dL ou clairance <40mL/min 
Anémie : hémoglobine >20g/L sous la limite de la normale ou <100g/L 
Lésion osseuse : Lésion ostéolytique à l’IRM ou TEP-FDG. 
 

 

 

 

Tableau 2 - Stratification de risque par ISS et R-ISS d’après Palumbo et al., 2015. B2M : microglobuline beta-2 ; LDH : lactate 

déshydrogénase. La FISH inspecte del(17p) sur TP53, t(4;14) et t(14;16). 

International Staging System Stade I : B2M < 3.5mg/L et Albumine ≥ 3.5g/dL 
Stade II : ni Stade I ni Stade III 
Stade III : B2M ≥ 5.5mg/L 

ISS révisé Stade I : ISS-1, LDH normale et FISH normale 
Stade II : ni Stade I ni Stade III 
Stade III : ISS-3 et LDH ou FISH anormale 
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2.2. DIAGNOSTIC ET ÉPIDÉMIOLOGIE DU MYÉLOME 

En France, il n’existe pas de centre organisé pour le dépistage des hémopathies 

malignes comme c’est le cas pour faciliter le diagnostic précoce du cancer colorectal 

ou du cancer du sein par exemple. La prévalence élevée des pics monoclonaux chez 

les personnes âgées par rapport à la rareté du cancer ne justifie pas cette approche. En 

revanche, les études observationnelles de l’Intergroupe Francophone du Myélome 

(IFM) GENOMGUS et CARRISMM définissent et valident les critères pronostiques de 

progression clinique. Aux États-Unis, le Dana Farber Cancer Institute propose la 

collecte de prélèvements biologiques de donneurs sains à visée de recherche en 

oncohématologie au sein des cohortes PCROWD et PROMISE. Un objectif de ces 

études est de montrer quels biomarqueurs (comme des mutations somatiques 

délétères connues) confèrent un risque élevé de progression vers un stade clinique de 

cancer hématologique et motiveraient une intervention thérapeutique précoce en 

amont du diagnostic de myélome. 

Le myélome multiple établi d’après les critères de l’International Myeloma Working 

Group et reproduit en Tableau 1 représente environ 1-2% des cancers, 10% des cancers 

hématologiques (c’est le second plus courant après les lymphomes non-hodgkiniens) 

pour un âge médian au diagnostic de 70 ans chez l’homme et 74 ans chez la femme 

(INCa and AF3M, 2015; Kumar et al., 2017a). L’incidence est d’environ 5 000 cas 

annuels en France, en hausse pour toutes les classes d’âge depuis 1990 sans que le 

vieillissement de la population n’explique seul les niveaux d’augmentation. Les 

hommes sont légèrement plus touchés (54%), et s’il reste incurable, la durée médiane 

de survie a doublé avec l’introduction de nouveaux traitements dans les années 2000 

pour dépasser les 6 ans (Kumar et al., 2008, 2014, 2017a). 

La prolifération des cellules tumorales et la sécrétion importante d’anticorps et de 

cytokines est historiquement associée aux manifestations cliniques de la maladies 

connues sous l’acronyme CRAB pour hypercalcémie, insuffisance rénale, anémie, et 

lésions osseuses, ou bone disease with lytic lesions.  

La ponction de moelle est requise pour prouver l’infiltration plasmocytaire, mais 

elle n’est pas dirigée sur les niches de prolifération détectées en imagerie médicale, on 

considère qu’on récupère des plasmocytes circulants dans la moelle. La ponction est 

invasive, généralement réalisée sur le sternum ou la crête iliaque, et le matériel 

biologique est précieux par rapport à du sang périphérique, en particulier dans les 

études longitudinales et de suivi de la réponse au traitement.  
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Étant donné la rareté des plasmocytes normaux au sein de la moelle osseuse, on 

considère souvent que la fraction de cellules CD138+ restreinte à un isotype lambda ou 

kappa correspond à l’envahissement tumoral – l’approximation ne tient pas dans 

l’évaluation fine de la maladie résiduelle mesurable (MRD) post-traitement par 

exemple. La stratification de risque des patients est systématiquement évaluée selon 

les critères de l’ISS (International staging system) et R-ISS (Revised-ISS) reproduits en 

Tableau 2 (Palumbo et al., 2015). La stratification de risque peut être complétée par 

d’autre facteurs pronostiques comme le nombre de cellules tumorales circulantes, la 

présence de maladie extra-médullaire, ou des marqueurs moléculaires qui font encore 

débat tels qu’une signature d’expression de haut risque GEP70, IFM-15, HOVON, ou 

la présence de mutation TP53 (Kumar et al., 2017a). 

2.3. INTERVENTIONS PHARMACEUTIQUES ET ESSAIS CLINIQUES 

Les traitements recommandés du myélome multiple en première ligne combinent 

un inhibiteur du protéasome (PI), un immunomodulateur (IMiD), et des corticoïdes. 

En pratique, cette association correspond souvent au bortezomib, lenalidomide et 

dexamethasone (VRd) (Durie et al., 2017). L’essai clinique de phase 3 IFM/DFCI 2009 

dont les données sont utilisées dans ce manuscrit montre l’intérêt pour la survie sans 

progression (PFS) de l’association du VRd avec une autogreffe de cellules souches de 

la moelle osseuse chez les patients qui y sont éligibles au diagnostic (Attal et al., 2017). 

L’âge est une variable importante qui oriente la thérapie au diagnostic et délimite 

deux groupes de patients selon qu’ils sont diagnostiqués avant ou après 65 ans. Sauf 

pour les patients plus âgés dont l’état le permet, l’autogreffe est réalisée jusqu’à 65 ans. 

Chez les patients identifiés à haut-risque cytogénétique et éligibles, une double 

autogreffe de cellules souches est proposée. 

Comme dans beaucoup de cancers et de disciplines médicales en général, la place 

de l’immunothérapie dans le traitement et la recherche contre le myélome augmente 

considérablement depuis les années 2010, en particulier chez les sujets en rechute pour 

lesquels les options thérapeutiques sont plus nombreuses. Les anticorps monoclonaux 

anti-CD38 (daratumumab ou isatuximab) et anti-SLAMF7 (elotuzumab) ont fait l’objet 

de développements spécifiques pour traiter le myélome. L’essai clinique de phase 3 

CASSIOPEIA, dont une partie des données sont utilisées dans ce manuscrit, montre le 

bénéfice lié à l’ajout du daratumumab au triplet PI, IMiD et corticoïde dans la prise en 

charge des MM nouvellement diagnostiqués (NDMM) et éligibles à l’autogreffe 

(Moreau et al., 2019a).  
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Des protocoles cliniques dédiés sont mis en place pour les patients non-éligibles à 

l’autogreffe et montrent un bénéfice comparable (Facon et al., 2019). 

Les immunothérapies de lymphocytes T à récepteur antigénique chimérique (CAR-

T) font l’objet d’essais cliniques de phases précoces en ciblant BCMA, mais les premiers 

résultats indiquent une rechute rapide par perte de l’antigène décrite dès 2016 (Cohen 

et al., 2016; Simon and Riddell, 2020). La perte transmembranaire de BCMA peut être 

due au clivage de la protéine par le complexe de la gamma-secrétase. La combinaison 

d’un inhibiteur de gamma-secrétase et du CAR-T BCMA permettrait de restaurer 

l’expresssion membranaire de l’antigène et l’efficacité du traitement (Green et al., 2019; 

Pont et al., 2019). Un second mécanisme de perte de l’antigène est la délétion bi-

allélique du gène BCMA, un phénomène présenté au congrès de l’American Society of 

Hematology (ASH) 2020 (Leblay et al., 2020; Samur et al., 2020) et qui motive 

l’exploration d’autres pistes de CAR-T ciblant par exemple GPRC5D (Smith et al., 2019; 

Simon and Riddell, 2020). 
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Figure 9 - Hétérogénéité intra-patient inter-lésionnelle explorée à la TEP-FDG. Illustration de l’équipe de recherche en 

oncologie nucléaire du CRCINA à Nantes. SUVmax : consommation maximale standardisée de glucose. 

 

 

 

Figure 10 – Transport du glucose et premières étapes du pathway de la glycolyse. Image de WikiPathways 

Pathway:WP4361. La famille du SLC2A1-5 code pour les transporteurs de glucose (GLUT1-5). La famille des HK code pour les 

hexokinases. GCK : glucokinase ; G6PC : sous-unité catalytique de la glucose-6-phosphatase. 

 

 

Tableau 3 - Variables pronostiques en imagerie par TEP-FDG d'après Michaud-Robert et al. 2020. 

Lésion Définition Biomarqueur suggéré 

Lésions focales (FL) 
Consommation de FDG supérieure au bruit de fond 
sur deux sections successives, avec ou sans ostéolyse Mauvais pronostic si > 3 

Maladie extramédullaire 
(EMD) 

Envahissement d’un tissu séparé de l’os Mauvais pronostic si présent 

Maladie paramédullaire 
(PMD) 

Envahissement d’un tissu contigu à l’os Mauvais pronostic si présent 

SUVmax dans FL 
Consommation de FDG maximale standardisée dans 
les lésions focales Pourrait être de mauvais pronostic si > 4.2 

TEP anormale 
Présence de lésions focales ou d’EMD ou de PMD ou 
d’une consommation de FDG médullaire diffuse  L’absence d’anomalie est de bon pronostic 
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2.4. INTÉRÊT DE LA TEP-FDG DANS LE MYÉLOME 

Chacune des deux études évoquées ci-dessus IFM/DFCI 2009 et CASSIOPEIA est 

accompagnée d’une étude secondaire visant à évaluer l’intérêt de l’imagerie par 

tomographie à émission de positron au 18F-fluorodésoxyglucose (TEP-FDG) : 

respectivement IMAJEM, dont les résultats sont publiés (Moreau et al., 2017a), et 

CASSIOPET dont les résultats préliminaires ont été présentés au congrès de l’ASH 

2019 (Moreau et al., 2019b). 

L’intérêt de la TEP-FDG dans le MM a fait l’objet de revues de référence de l’équipe 

du Pr Kraeber-Bodéré (Bailly et al., 2019; Jamet et al., 2019a; Michaud-Robert et al., 

2020). Brièvement, les lésions focales osseuses visibles en imagerie sont considérées 

depuis 2014 par l’IMWG comme un critère de définition du myélome encourageant 

une intervention thérapeutique, même si elles sont asymptomatiques (Rajkumar et al., 

2014). Parmi les techniques d’imagerie, la TEP-FDG est utilisée pour évaluer et 

diagnostiquer le myélome tout en fournissant des variables pronostiques pour la 

survie et la rechute résumées en Tableau 3 : TEP anormale, nombre de lésions focales, 

présence de maladie extramédullaire et paramédullaire, consommation maximale 

standardisée de glucose (SUVmax) illustrée en Figure 9. 

L’utilisation d’un traceur radioactif non-assimilé par le métabolisme du glucose (le 

FDG) permet de localiser les sites hyper-métaboliques dans le corps entier. Il est 

probable que le métabolisme du glucose joue un rôle majeur dans l’influence des 

variables d’imagerie (Figure 10), mais cette question fait encore débat (Rasche et al., 

2017a), notamment pour les myélomes dépendant des voies métaboliques alternatives 

ou complémentaires à la consommation de glucose, par exemple glutaminique 

(Bolzoni et al., 2016). 

Rasche et collègues ont montré que dans la recherche de myélome au diagnostic, les 

patients TEP-négatifs mais positifs à la séquence de diffusion (DWIBS), appelés « TEP-

faux-négatifs » expriment pas ou peu d’HK2 (Rasche et al., 2017a). Pour autant, la 

découverte n’est expliquée par aucun mécanisme biologique quand bien même elle 

serait exclusive à certains sous-groupes de myélome, et offre donc des opportunités de 

recherche. 
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Usmani et collègues ont montré que la prévalence de la maladie extra-médullaire 

est plus élevée statistiquement chez les patients aux signatures de haut-risque et aux 

groupes moléculaires MF (qui présentent une translocation MAF ou MAFB) et PR (qui 

présentent une signature de prolifération importante) et qui sont décrits en détail en 

paragraphe 4.1 page 49 (Usmani et al., 2012). Toutefois, aucun mécanisme biologique 

ne semble expliquer cette association et l’étude n’a pas été reproduite depuis. 

Des questions restent en suspens dans l’association entre biologie moléculaire et 

variables d’imagerie : quels sont les myélomes diagnostiqués avec une TEP négative ? 

Est-ce que la biologie moléculaire confirme le meilleur pronostic clinique des TEP 

négatives ? Que représentent les variables métaboliques et de localisation spatiale de 

la tumeur par rapport à la biologie moléculaire de la tumeur ? Y a-t-il des différences 

moléculaires entre les différentes maladies, extra-médullaire (qui affecte un tissu sans 

os atteint de façon contiguë) et para-médullaire (qui affecte un tissu depuis un os 

attenant) ? 

2.5. ÉVALUATION DE LA MALADIE RÉSIDUELLE MESURABLE 

L’IMWG recommande d’effectuer une évaluation et un suivi de la réponse 

thérapeutique par TEP-FDG (Kumar et al., 2016; Cavo et al., 2017), qui permet la 

caractérisation des organes atteints et des clones résiduels localisés non-détectés lors 

de la ponction de moelle locale.  

Dans le suivi de la réponse thérapeutique, l’imagerie vient en complément de 

l’évaluation de la maladie résiduelle mesurable (MRD) par une méthode standardisée 

nécessitant une ponction de moelle. La mesure du clone résiduel par séquençage ou 

cytométrie en flux de nouvelles générations (resp. NGS et NGF) atteint un seuil de 

détection de l’ordre de 1 pour 100 000 ou 1 pour 1 000 000 sur ce matériel biologique. 

À propos, la signification de l’acronyme MRD évolue depuis Minimal Residual Disease 

pour devenir Measurable Residual Disease (Paiva et al., 2019; Béné, 2020), mais les deux 

acronymes désignent la même technique.  

Les deux techniques de quantification de la MRD NGS et NGF sont plus adaptées 

que les techniques biochimiques pour la surveillance des patients en réponse 

complète, dont la proportion augmente avec l’amélioration des traitements (Kumar et 

al., 2016; Moreau and Zamagni, 2017). Historiquement, le groupe espagnol et le 

consortium EuroFlow ont porté le NGF quand le groupe francophone a plutôt 

développé le NGS, mais les bénéfices des technologies sont comparables (Medina et 

al., 2020).  
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La MRD négative a une valeur pronostique pour la survie et pour la rechute, et 

semble effacer les effets de la classification de la sévérité de la maladie par R-ISS (Paiva 

et al., 2019).  

Une nouvelle notion coïncide avec l’émergence du NGS/NGF : le pilotage par 

MRD, et l’essai européen PERSEUS visera à montrer si la MRD décisionnelle, c’est-à-

dire qui conditionne l’inclusion dans des bras de traitements, a un intérêt dans le 

traitement du myélome multiple (Sonneveld et al., 2019). 

L’étude des cellules tumorales circulantes (CTCs), de l’ADN libre-circulant (cfDNA) 

ou de contenu en exosomes sont trois outils supplémentaires de caractérisation de la 

tumeur et de suivi du traitement qui pourraient émerger dans la pratique clinique, 

mais leur utilisation fait débat et les limitations liées à la sensibilité sont importantes 

(Guo et al., 2018; Manier et al., 2018). L’étude des CTC et du cfDNA permettrait 

notamment de limiter l’acte invasif de ponction de moelle. Aussi, CTC et cfDNA 

pourraient améliorer la caractérisation de la diversité sous-clonale entre les niches de 

prolifération car les méthodes ne sont pas ciblées localement. Cette question fait débat 

puisqu’à l’inverse, les CTC sont circulantes par définition et pourraient donc biaiser la 

représentation des clones dont la survie dépend de l’interaction avec le 

microenvironnement de la moelle osseuse. 

2.6. VIE ET SURVIE DU MYÉLOME : LE RÔLE DE LA FAMILLE DU BCL-2 

La chaîne légère sérique (sFLC) des immunoglobulines est quantifiée lors du 

diagnostic clinique et peut être utilisée pour le suivi et l’évaluation de la réponse au 

traitement. De façon intéressante, la chaîne légère des immunoglobulines est presque 

toujours exprimée par les myélomes (>95%), contrairement à la chaîne lourde qui est 

détectée dans 80-85% des cas. Les myélomes à chaîne légère (LCMM) présentent 

majoritairement un réarrangement de l’IgH non-fonctionnel sur un allèle et un second 

allèle IgH en configuration germinale (Magrangeas et al., 2004), ce qui montre que 

l’expression de la chaîne lourde n’est pas nécessaire à la survie du plasmocyte tumoral. 

Mais la survie anormale du plasmocyte malin proliférant peut aussi être considérée 

comme un échappement aux signaux de déclenchement de la mort cellulaire 

programmée : l’apoptose. La régulation intrinsèque de l’apoptose est médiée par les 

protéines de la famille de BCL2 résumée en Figure 11. On distingue couramment trois 

classes dans cette famille en fonction de leurs caractéristiques fonctionnelles et 

structurales :  
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(1) les protéines anti-apoptotiques (BCL2, MCL1, et BCLxL / BCL2L1), (2) les pro-

apoptotiques multi-domaines BAX et BAK / BAK1, et les pro-apoptotiques « BH3-

only » (entre autres BIM / BCL2L11, NOXA / PMAIP1, PUMA / BBC3). 

Dans la voie physiologique de l’apoptose, un stress cellulaire induit ou active les 

BH3-only. La famille BH3-only est à son tour divisée en deux groupes : (A) les 

activateurs et (B) les sensibilisateurs. Les sensibilisateurs (par exemple NOXA) 

séquestrent les anti-apoptotiques et permettent la libération des activateurs. Les 

activateurs (PUMA et BIM) séquestrent les anti-apoptotiques et/ou activent 

directement BAX et BAK, qui oligomérisent à la surface de la membrane externe de la 

mitochondrie. La formation de pores et la perméabilisation qui en résultent permettent 

le relargage de protéases, d’activateurs de caspases et de cytochrome C. Ensemble, ces 

facteurs couplés à APAF1 forment l’apoptosome, qui active la cascade des caspases et 

le démantèlement de la cellule (Singh et al., 2019). 

 

Figure 11 - Induction de l'apoptose par molécules BH3-mimétiques. Schéma de la mitochondrie inspiré de présentations du 

Dr Martine Amiot et du Dr Lawrence Boise. Chaque protéine anti-apoptotique est représentée avec une molécule spécifique à 

potentiel thérapeutique. 

Le groupe d’Anthony Letai à Boston propose de caractériser un état cellulaire 

« primed for death », c’est-à-dire prêt à entrer en apoptose, par un essai fonctionnel : 

le BH3 profiling (Certo et al., 2006). L’essai consiste à exposer les cellules à des peptides 

mimant les domaines des BH3-only sensibilisateurs et à mesurer la mort ou les niveaux 

de cytochrome C induits par l’exposition au peptide. Connaissant a priori la co-

dépendance des sensibilisateurs aux anti-apoptotiques, le niveau de mort induite par 

tel ou tel peptide donne la dépendance cellulaire à telle molécule ou couple de 

molécules anti-apoptotiques. L’objectif est double : d’abord, prédire les niveaux de 
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réponses aux traitements cytotoxiques non-ciblés par étude des stress inducteurs 

spécifiques, et ensuite, cibler spécifiquement le ou les anti-apoptotiques dont la cellule 

dépend pour sa survie (Figure 11). 

Le venetoclax, première molécule spécifiquement anti-BCL2 disponible en clinique, 

est efficace dans de nombreux cancers hématologiques incluant leucémies 

lymphocytaires chroniques (CLL), MCL et FL (Roberts et al., 2016; Davids et al., 2017). 

Dans le MM, la sensibilité du venetoclax a d’abord été montrée dans les cellules 

présentant la translocation t(11 ;14) entre l’IgH et la Cycline D1 et qui représente 

environ 15% des patients (Touzeau et al., 2014; Kumar et al., 2017b). En association 

avec d’autres molécules, la sensibilité pourrait être élargie à d’autres groupes de 

patients.  

Le ciblage spécifique du BCLxL affecte les mégacaryocytes et cause des 

thrombocytopénies – le développement de l’ABT-263/737 ciblant le BCL2 et le BCLxL 

a d’ailleurs été stoppé pour ces raisons (Vandenberg and Cory, 2013). 

Finalement, d’autres molécules sont développées pour cibler le MCL1 (Kotschy et 

al., 2016). On a vu que l’expression du MCL1 était fortement liée à la survie des 

plasmocytes (Peperzak et al., 2013), son ciblage en clinique pourrait être à plus large 

spectre que BCL2. Néanmoins, les cardiomyocytes murins dépendent aussi du MCL1 

et font craindre des toxicités cardiaques importantes chez l’homme (Thomas et al., 

2013). Une alternative envisagée pour cibler le MCL1 est de le dégrader avec un 

PROTAC. Les PROTAC sont des molécules à deux domaines de liaison protéique 

reliés par un linker. L’un des deux domaines cible une protéine d’intérêt (MCL1) et 

l’autre domaine cible une E3-ubiquitine ligase qui enverrait la première cible pour 

dégradation au protéasome. Idéalement dans notre exemple, la ligase serait exprimée 

dans les plasmocytes mais pas dans les cardiomyocytes (Papatzimas et al., 2019). 

Bien sûr, ce projet de médecine translationnelle ne représente pas le standard de 

traitement, d’ailleurs le venetoclax (ABT-199, anti-BCL2) n’a pas d’autorisation de 

mise sur le marché pour le MM et est associé à des décès dans l’essai BELLINI, où seuls 

des sous-groupes de patients comme les t(11 ;14) ou à forte expression de BCL2 ont 

montré un rapport risque-bénéfice positif (Kumar et al., 2020). En un sens, ce résultat 

favorise l’idée d’utiliser le répertoire des molécules BH3-mimétiques couplé à un essai 

fonctionnel personnalisé ou à une classification moléculaire pour prédire la sensibilité 

à un arsenal thérapeutique, de même qu’en infectiologie, l’antibiogramme prédit la 

sensibilité à un ou plusieurs antibiotiques disponibles en clinique. 
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3. LE GÉNOME DU MYÉLOME ET SES ANOMALIES 

La génomique du myélome est un domaine d’étude qui a fait l’objet de nombreux 

travaux notamment sur le site nantais. Les analyses de FISH et de puces à ADN ont 

révélé certes une complexité et une hétérogénéité importantes d’un patient à l’autre, 

mais aussi des éléments récurrents susceptibles d’expliquer l’oncogenèse 

plasmocytaire ou même de dévoiler des vulnérabilités exploitables en clinique. 

Environ 50% des myélomes présentent une translocation de leur chaîne lourde 

(IgH) avec un oncogène, parfois considérée comme événement primaire, c’est-à-dire à 

l’origine du myélome multiple – et donc clonale, ou présente dans toutes les cellules. 

De manière quasiment exclusive, l’autre moitié des patients présente une 

hyperdiploïdie (HRD), majoritairement de chromosomes impairs. D’autres anomalies 

des bras de chromosomes (gain1q, del13q et del17p) ont fait l’objet de nombreux 

travaux pour leur intérêt pronostique en termes de survie et de progression clinique. 

Dans ce chapitre 3, nous complétons le dogme de l’antagonisme entre myélomes 

transloqués et myélomes hyperdiploïdes à la lumière des altérations du génome 

découvertes notamment grâce au NGS.  

Les deux chapitres suivants, chapitre 4 à partir de la page 49 et chapitre 5 à partir 

de la page 59, développent respectivement les enjeux et connaissances spécifiques liés 

à l’étude des produits de la transcription et à la l’hydroxyméthylation de l’ADN. 
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Figure 12 - Le génome du myélome multiple au diagnostic. Réalisé avec R/circlize. Gains et pertes de copies d'après Walker 

et al., 2018 et Manier et al., 2017. Variants germinaux d'après Pertesi et al, 2020. Variants somatiques d’après Walker et al., 2018 et 

la méthode 20/20. Translocations d'après Barwick et al., 2019. Les mutations somatiques et translocations sont reproduites 

lorsqu’elles affectent plus de 1% des patients des études respectives. Elles sont annotées si la prévalence est supérieure à 5%. SNP : 

Single nucleotide polymorphism ; SNV : Single nucleotide variation ; ONC : oncogène; TSG : gène suppresseur de tumeur. 
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3.1. VARIANTS GÉNÉTIQUES HÉRITÉS 

La « part héritable » de la maladie est estimée par deux méthodes : l’une étudie les 

clusters de cas familiaux et leur pedigree à la recherche de variations génétiques rares 

associées à un OR élevé de développer la maladie, tandis que l’autre méthode cherche 

des variations génétiques communes à associer statistiquement à un risque (souvent 

plus faible) de contracter la maladie dans des cohortes plus grandes. 

Parmi les regroupements de cas de cancers familiaux, les données de registres de 

cancers familiaux (notamment suédois) montrent que la famille rapprochée d’un 

patient a elle-même 2 à 4 fois plus de risque de développer un MGUS ou MM que le 

reste de la population, ce qui suggère d’abord que la prédisposition génétique à la 

maladie existe bien. L’association du risque d’incidence va dans le même sens pour les 

CLL et les lymphomes non-hodgkiniens (NHL) mais pas dans les autres leucémies, ni 

avec les lymphomes Hodgkiniens, ce résultat coïncide avec l’origine cellulaire B du 

myélome (Altieri et al., 2006; Pertesi et al., 2020). 

On étudie les cas familiaux et héréditaires à la lumière de la biologie de la tumeur, 

car disons-le d’emblée, ces cas sont rares et font figure d’exception, néanmoins ils 

donnent des clés précieuses pour l’interprétation des cas pathologiques non-familiaux, 

et peut-être pour cibler les dysfonctionnements spécifiques à la lignée B ou au 

plasmocyte. 

Les 6 gènes à variant rare et risque fort sont décrits dans le Tableau 4, reproduit 

d'après Pertesi et al. 2020 et ajoutés au résumé en Figure 12. Les mutations germinales 

délétères de DIS3 présentent un intérêt particulier : DIS3 est également muté 

somatiquement de façon récurrente dans le MM (11%) sous forme de mutation perte-

de-fonction. DIS3 code pour la partie catalytique du complexe de l’exosome, est situé 

sur le chromosome 13q, et la perte d’hétérozygotie de DIS3 est courante puisque le 

chr13 est perdu dans la moitié des cas de MM. Les autres cibles identifiées incluent des 

gènes régulateurs du cycle cellulaire (notamment le suppresseur de tumeur CDKN2A), 

de la réparation de l’ADN (USP45), des marques d’histone et du remodelage de la 

chromatine (KDM1A, ARID1A). En somme, les exemples de myélomes familiaux 

peuvent guider l’interprétation du risque de développer la maladie et dévoilent trois 

mécanismes qui favoriseraient la tumeur : la dérégulation du cycle cellulaire, de la 

biologie de la chromatine, et du traitement des ARN. 
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 Tableau 4 - Variants rares constitutifs associés au diagnostic de myélome multiple.  Reproduit et commenté d'après Pertesi 

et al., 2020. 

 

 

Tableau 5 - Polymorphismes nucléotidiques communs constitutifs associés au diagnostic de myélome multiple. Liste de 

variants issue de Pertesi et al., 2020. Ref : allèle de référence ; Alt : allèle alternatif ; OR : odds ratio ; kbp : 1 000 paires de bases 

Chr Pos (hg38) rsID Ref Alt OR P value Gènes (fonction ou pathway d’après UniProt) 

2 25436375 rs6746082 A C 1.29 1 × 10-7 DTNB (liaison au zinc) 
<200kbp (kilo-paire de base) de DNMT3A 2 25390277 rs7577599 T C 1.23 1 × 10−18 

2 173944171 rs4325816 T C 1.12 7 × 10−9 SP3 (facteur de transcription) 

3 41883906 rs1052501 C T 1.32 7 × 10−9 
ULK4 (sérine/thréonine protéine kinase) 

3 41950916 rs6599192 G A 1.26 5 × 10−20 
3 169774313 rs10936599 C T 1.26 9 × 10−14 

MYNN, TERC, LRRC34 
3 169796797 rs10936600 A T 1.2 1 × 10−16 
5 95907227 rs56219066 T C 1.25 10 × 10−10 ELL2 (Facteur d’élongation 

de la polymérase à ARN II) 5 95920020 rs1423269 A G 1.17 8 × 10−12 

5 123407631 rs6595443 A T 1.11 1 × 10−8 CEP120 (liaison à l’extrémité C-terminale des protéines) 
6 31139481 rs2285803 T C 1.19 10 × 10−11 

Région du HLA 
6 31148749 rs3132535 A G 1.2 6 × 10−21 

6 15243787 rs34229995 C G 1.37 6 × 10−8 JARID2 (régulateur de méthyltransférase d’histone) 
6 106219660 rs9372120 T G 1.18 2 × 10−15 ATG5 (autophagie) 
7 21898622 rs4487645 C A,T 1.24 3 × 10−28 DNAH11, CDCA7L 

7 106650672 rs17507636 C T 1.12 9× 10−9 CCDC71L (inconnue) 
7 124943842 rs58618031 T C 1.12 3 × 10−8 POT1 (protection des télomères) 
7 151253854 rs7781265 G A 1.22 5 × 10−10 SMARCD3, ABCF2, CHPF2 

8 127210176 rs1948915 T C 1.15 3 × 10−12 CCAT1 (inconnue) 
9 21991924 rs2811710 C T 1.15 4 × 10−11 CDKN2A (cycle cellulaire) 
10 28567890 rs2790457 G A 1.12 3 × 10−6 WAC (liaison à la chromatine et à l’ARN Pol II) 

11 69648142 rs9344 G A 1.82 8 × 10−11 CCND1(cycle cellulaire) 
16 30689537 rs13338946 T C 1.15 1 × 10−13 FBRS, SRCAP, PRR14, RNF40 

16 74630845 rs7193541 T C 1.13 4 × 10−10 RFWD3 (Ubiquitine ligase) 

17 16945825 rs4273077 A G 1.26 8 × 10−9 
TNFRSF13B (Immunité et stimulation B) 

17 16939677 rs34562254 G A 1.3 1 × 10−19 
19 16327850 rs11086029 T A 1.14 7 × 10−11 KLF2 (Facteur de transcription) 

20 48738472 rs6066835 T C 1.23 7 × 10−10 PREX1 (Facteur d’échange GDP-GTP) 
22 35303589 rs138740 C T 1.18 6 × 10−8 

TOM1 (Transport protéique) 
22 35304495 rs138747 A T 1.21 3 × 10−8 

22 39146287 rs877529 G A 1.23 8 × 10−16 CBX7 (chromatine, composant du PcG PRC1-like) 
proximal d’APOBEC3 22 39150140 rs139402 T C 1.23 4× 10−26 

Gene Variant Commentaire et fonction du gène 

EP300 c.2084G>A; p.Arg695His 22 variants-candidats, EP300 est un exemple non-validé ; Acétyl-
transférase d’histone 

CDKN2A  
24bp duplication 4 mélanomes dans la famille et 1 MM avec perte d’hétérozygotie de 

CDKN2A (cycle cellulaire) 
c.213C>A; p.Asn71Lys Cancers multiples 

USP45 
c.1861C>G; p.Gln621Glu 

Cohorte Utah, USP45 régule la réparation de l’ADN ; Déubiquitination 
c.2071C>T; p.Gln691* 

ARID1A 
c.268A>G; p.Ser90Gly 

Cohorte Utah, ARID1A est membre du complexe SWI/SNF 
c.2668A>G; p.Met890Val 

KDM1A 

c.805_806delAG; p.Arg269Aspfs*7 
KDM1A est une H3K4 déméthylase, l’inhibition de KDM1A après 
stimulation antigénique chez la souris favorise la prolifération 
plasmocytaire 

c.707delA; p.Gln236Hisfs*3 
c.1424T>C; p.Leu475Pro 

c.2003G>C; p.Arg692Pro 

DIS3 

c.1755+1G>T; p.Arg557Argfs*3 L’allèle mutant est systématiquement dégradé par NMD ; 
DIS3 est une RNase du complexe de l’exosome 

c.2875T>C; p.*959Glnext*14 Variant commun à deux familles 
c.1883+1G>C Un membre non-porteur présente une amylose AL  
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Au contraire des anomalies rares à forte pénétrance, les études GWAS (genome-wide 

association studies) ont identifié 23 loci indépendants associés à un risque modéré de 

MM (1<OR<1.4) et un SNP (single-nucleotide polymorphism) supplémentaire est associé 

à un risque plus important de développer un MM t(11;14) (OR=1.8) (Pertesi et al., 

2020). Nous reproduisons ces données agrégées dans le Tableau 5. 

Parmi les 23 autres loci associé à un risque de MM, on retrouve un SNP intronique 

de CDKN2A, suppresseur de tumeur déjà identifié parmi les cibles des mutations 

familiales rares, mais aussi des éléments de la biologie plasmocytaire comme ELL2 ou 

TNFRSF13B. ELL2 est un facteur d’élongation fortement exprimé dans les plasmocytes 

qui facilite la transcription d’un ARNm d’Ig sécrété contrairement aux Ig du 

lymphocyte B (Martincic et al., 2009), mais l’aspect causal du variant n’est pas établi. 

TNFRSF13B, plus connu sous le nom TACI, code pour un second récepteur très affin 

pour APRIL – on connaît mieux BCMA – et qui fait l’objet d’un CAR-T en 

développement (Lee et al., 2018). La fonction du variant faux-sens de TNFRSF13B n’est 

pas connue mais a aussi été associée à des niveaux élevés d’IgG chez des individus 

sains (Jonsson et al., 2017). 

Les travaux GWAS montrent une incidence limitée des variants communs dans le 

risque de myélome multiple, qui nous poussent à travailler dans deux directions : (1) 

Faut-il étudier plutôt les effets secondaires des traitements ? On peut citer par exemple 

le travail du groupe nantais (Magrangeas et al., 2016) sur un SNP PKNOX1 en 21q 

associé à la neuropathie induite par le bortezomib avec un OR égal à 2 ; et (2) le 

myélome multiple étant hétérogène, ne faut-il pas subdiviser la maladie en sous-

groupes pour augmenter les chances de découvertes de SNP à impact modéré à 

moyen, comme l’ont fait Nils Weinhold et al. pour le SNP CCND1 associé aux 

myélomes t(11;14) (Weinhold et al., 2013) ? 
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3.2. MUTATIONS ACQUISES 

Le développement du NGS a permis de dresser un tableau des mutations 

somatiques dans le myélome multiple et d’identifier de nombreuses cibles 

thérapeutiques d’une part, mais aussi de définir plus généralement le caractère 

anormal du génome de myélome et l’évolution de la maladie d’autre part. 

L’analyse de génome du cancer requiert des méthodes particulières : les outils 

développés pour l’analyse de génome constitutif doivent être adaptés à quatre 

caractéristiques présentées par les échantillons biologiques de tumeurs.  

(1) Les échantillons biologiques ne sont pas purs en général. On parle de cellularité, 

ou de pureté cellulaire pour décrire la proportion de cellules tumorales dans 

l’échantillon. Certes, dans le myélome symptomatique, le marqueur CD138 nous 

permet dans la plupart des cas d’atteindre une pureté qui limite les erreurs d’analyse 

(>95% au laboratoire), mais les stades précurseurs faiblement envahis et les 

prélévements sanguins sont particulièrement touchés par cette caractéristique. 

(2) Réciproquement, il est critique de prêter attention à la non-contamination de 

l’échantillon d’ADN constitutif par la tumeur, en particulier dans les myélomes en 

phase leucémique, où la masse tumorale se retrouve dans la circulation sanguine. La 

contamination inversée (« Tumor in Normal » dans la littérature) limite fortement la 

détection de mutations somatiques dans l’échantillon tumoral, on cherche à l’éviter 

absolument. 

(3) Le nombre de copies présentes pour un locus donné dans chaque noyau n’est 

en règle générale pas égal à 2. Au-delà des cas de tri- et tétra-ploïdies complètes, le 

nombre de copies d’ADN génomique varie aux échelles du gain complet de 

chromosome, de bras de chromosome ou de locus. Pour une copie supplémentaire 

d’un locus, on parle de gain du nombre de copies ; pour deux copies et plus, on parle 

d’amplification du nombre de copies.  

(4) Les tumeurs ne sont pas homogènes en variants alléliques (ni en nombre de 

copies) : dans un modèle Darwinien d’évolution des sous-clones tumoraux en 

compétition pour proliférer, certaines mutations sont acquises plus ou moins 

tardivement dans l’évolution de la tumeur : on ne les trouve que dans une fraction des 

cellules, et donc une fraction des reads de séquençage. L’estimation de la clonalité des 

mutations et événements structuraux dépend de la cellularité et du nombre de copies 

au locus donné. 
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En résumé : cellularité, contamination inversée, nombre de copies et clonalité des 

mutations sont quatre aspects à considérer pour toute analyse de génome de cancer.  

Les mutations ponctuelles (single nucleotide variation, SNV) « drivers », c’est-à-dire 

les mutations somatiques qui augmentent la prolifération et la survie des cellules 

tumorales (Martincorena et al., 2017), sont détectées dans les cohortes par des 

approches fréquentistes (avec MutSigCV ou dNdSCV) ou des approches 

fonctionnelles in silico (20/20 et SomInaClust). 95% des patients présentent des 

mutations drivers au diagnostic du myélome multiple selon ces critères, une 

proportion comparable aux autres cancers (Bolli et al., 2018; The ICGC/TCGA Pan-

Cancer Analysis of Whole Genomes Consortium, 2020). 

Les mutations oncogéniques consensuelles du myélome ont rapidement émergé 

après la publication des premiers séquençages complets du génome (WGS) et de 

l’exome (WES) (Chapman et al., 2011). Nous reproduisons en Tableau 6 le tableau 

récapitulatif de la revue de Manier et collègues (Manier et al., 2017a), enrichi 

d’analyses et méta-analyses publiées après 2017. 

Tableau 6 – Gènes affectés par des mutations somatiques récurrentes dans le myélome. Valeurs en pourcentage, d’après 

Manier et al., 2017, Bolli et al., 2018 et Walker et al., 2018. NDMM : myélome multiple nouvellement diagnostiqué. TSG : gène 

suppresseur de tumeur ; TF : facteur de transcription. 

 MM 
N=38 

(Chapman 
et al., 2011) 

NDMM (N=463) 
(Walker et al., 2015a) 

MM 
N=203 

(Lohr et al., 
2014) 

MM 
N=67 

(Bolli et al., 
2014) 

NDMM 
N=418 

(Bolli et al., 
2018) 

NDMM 
N=1273 

(Walker et 
al., 2018) 

Fonction du gène ou 
voie de signalisation 
(Walker et al., 2018) 

KRAS 26 21  (34 parmi t(11;14)) 23 20 26 22 MAPK/ERK 

NRAS 24 19  (26 parmi t(11;14)) 20 20 22 17 MAPK/ERK 

DIS3 11 9 (25 parmi t(4;14)) 11 1 8 10 RNase (exosome) 
FAM46C / 
TENT5C 13 6 11 10 8 9 Poly-A-polymérase 

BRAF - 7 6 12 9 8 MAPK/ERK 

TP53 8 3 8 12 8 6 TSG 

TRAF3 - 4 5 2 4 5 NFkB 

HUWE1 - - - - - 5 Ubiquitine ligase 

EGR1 - 4 4 6 3 4 TF 

ATM - 3 4 3 5 4 Sérine/thréonine 
protéine kinase 

HIST1H1E / 
H1-4 - 3 - - 2 4 Épigénétique 

FGFR3 - 3 (17 parmi t(4;14)) - - - 4 MAPK/ERK 

IRF4 - 3 (10 parmi t(11;14)) 2 - 6 3 TF ; développement B 

ACTG1 - - 2 - - 3 Cytosquelette 

CYLD - 2 2 1 3 3 NFkB 

MAX - 2 1 - - 3 TF 

PRDM1 - - 5 - 3 2 TF ; développement B 

SP140 - - 4 6 5 2 Inconnue 

CCND1 5 2 3 4 - 2 Cycle cellulaire 

LTB - 3 1 4 3 2 Réponse immunitaire 

RB1 - 2 3 - 1 2 Cycle cellulaire 
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Le Tableau 6 indique des mutations codantes drivers déjà connues dans les cancers 

en général (TP53, KRAS, BRAF) qui ciblent les voies ERK/MAPK et de réparation de 

l’ADN. Des mutations NRAS et KRAS sont trouvées chez 43% des patients, presque 

tout le temps antagonistes l’une de l’autre et sans impact sur la survie, majoritairement 

sous-clonales donc associées à la progression mais pas à l’oncogenèse primaire (Bolli 

et al., 2014; Walker et al., 2015a). Sans tenir compte de la dissémination spatiale parmi 

les niches de prolifération, la diversité des gènes ciblés et des fractions alléliques des 

mutations rendent difficilement imaginable leur utilisation en clinique comme cela est 

fait dans d’autres cancers pour BRAF_V600E par exemple (cf. Fig. 3a in Rasche et al. 

2017). 

 L’analyse WES/WGS met en lumière un ensemble de gènes mutés supplémentaires 

plus spécifiques à la biologie plasmocytaire. En particulier, les mutations DIS3 

(majoritairement non-sens) et FAM46C/TENT5C (non-sens et décalage du cadre ouvert 

de lecture, ORF) sont prédites pour avoir un rôle oncogénique dans une proportion 

importante de patients (jusqu’à 10% au diagnostic) et sont absentes ou très rares dans 

les autres types de cancers répertoriés dans le catalogue de mutations somatiques 

COSMIC v92. Notons que DIS3 est déjà cité parmi les gènes mutés par des variants 

rares constitutifs délétères, et que la protéine normale participe à la dégradation des 

ARN via l’exosome. Les mutations de FAM46C sont associées aux myélomes 

hyperdiploïdes (Bolli et al., 2014; Walker et al., 2018). Le groupe de Dziembowski en 

Pologne a montré récemment que FAM46C possède une fonction de poly-A-

polymérase non-canonique. FAM46C stabilise les ARNm et facilite la sécrétion d’Ig. 

L’extinction de l’expression de FAM46C dans des lignées cellulaires augmente leur 

prolifération, et la surexpression de FAM46C entraîne la mort cellulaire, ce qui indique 

bien un rôle de suppresseur de tumeur de FAM46C, potentiellement spécifique aux 

plasmocytes (Mroczek et al., 2017). 

En résumé, une des particularités du myélome multiple dans le monde de la 

génomique du cancer est la mutation récurrente des mécanismes de traitement des 

ARN. 

Les études WGS et WES ont également montré des mutations du génome non-

codant ou dont la cible est inconnue. Une partie des mutations (si ce n’est la grande 

majorité) ne sont pas sélectionnées pour l’avantage sélectif qu’elles confèrent à la 

tumeur. Pour autant, ces mutations peuvent être informatives sur le processus 

d’oncogenèse. 
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Les signatures mutationnelles sont peut-être le plus grand succès d’analyse « méta-

génomique ». Elles utilisent les 6 mutations de nucléotides C∙G → A∙T, C∙G → G∙C, 

C∙G→T∙A, T∙A→A∙T, T∙A→C∙G, et T∙A→G∙C contextualisées en 5’ et 3’ pour obtenir 

4x6x4=96 trinucléotides dont les fréquences d’apparition peuvent être associés à des 

mécanismes causaux. L’analyse des signatures mutationnelles se fait par factorisation 

de matrices non-négatives (NMF) d’après Alexandrov et al. ou par assignation aux 

signatures COSMIC (Alexandrov et al., 2013, 2020). En plus des mutations signées par 

AID, APOBEC et le vieillissement au diagnostic (Walker et al., 2015b; Maura et al., 

2019a, 2019b), le MM présente une nouvelle signature « melphalan » à la rechute, du 

nom de la chimiothérapie utilisée à haute dose pour l’autogreffe (Landau et al., 2020). 

La présence de mutations clonales de signature « melphalan » à la progression soutient 

la théorie de sélection et d’expansion de clones minoritaires et résistants au traitement 

(Landau et al., 2020; Rustad et al., 2020a). 

La détection de mutations sélectionnées sous pression thérapeutique est un 

domaine d’étude qui apparaît dans le MM. Les anomalies génomiques de CRBN 

acquises sous IMiD ont été décrites récemment (Gooding et al., 2020). CRBN est ciblé 

par les IMiD (thalidomide, lenalidomide, pomalidomide et autres molécules de 

nouvelle génération). À l’acquisition de la résistance, un tiers des patients recevant un 

IMiD présente des nouvelles mutations, pertes de copies et variants structuraux qui 

affectent l’expression du CRBN. De façon intéressante, les anomalies sélectionnées de 

CRBN ne se limitent pas au gène mais touchent aussi la machinerie de l’épissage, et 

l’exon 10 qui code pour le domaine de liaison des IMiD tend à être moins exprimé chez 

ces patients (Gooding et al., 2020).  

L’analyse et la découverte du panorama des mutations ponctuelles codantes est 

riche mais peine encore à trouver des applications cliniques au quotidien. En fait, la 

pratique clinique est orientée par des découvertes à l’impact pronostique solidement 

démontré par plusieurs groupes de recherche et antérieur au séquençage haut-débit : 

les translocations IgH et les gains et pertes canoniques de bras de chromosomes. 
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3.3. TRANSLOCATIONS 

La majorité des translocations du myélome impliquent le locus de la chaîne lourde 

des immunoglobulines (IgH) (González et al., 2007; Barwick et al., 2019) résumées en 

Figure 12, p. 34. Les translocations IgH dans le myélome apparaissent majoritairement 

dans les régions de commutation isotypique (CSR), laissant supposer que cet 

événement de recombinaison anormale intervient au moment de la CSR dans la 

maturation du lymphocyte B (Walker et al., 2013). 

Les translocations IgH t(4;14) entre IgH et MMSET (hg38 : NSD2, hg19 : WHSC1) et 

t(14;16) entre IgH et MAF ont une valeur pronostique pour la survie des patients, et 

sont par conséquent systématiquement inspectées dans les essais de l’IFM (Avet-

Loiseau et al., 2012). La t(4;14) peut être équilibrée, auquel cas la recombinaison 

entraîne une surexpression de deux oncogènes FGFR3 et NSD2 de part et d’autre du 

point de cassure en chr4. Chez un quart des patients, la translocation n’est pas 

équilibrée et seul NSD2 est co-localisé avec les enhancers d’IgH (Keats et al., 2003). Des 

transcrits de fusion IgH-MMSET sont détectés dans la majorité des cas (Cleynen et al., 

2017) et il semble que la protéine de fusion conserve la fonction de méthylation 

d’histone de NSD2 (Marango et al., 2008). L’impact de l’expression de NSD2 sur 

l’organisation tridimensionnelle de la chromatine n’est pas connu à ce jour. 

À ce propos, l’implication du CSR dans la translocation IgH des myélomes n’est pas 

systématique ; en particulier, les t(11;14) et t(14;20) présentent 21 et 25% 

respectivement de points de cassures dans la zone de recombinaison D-J (Walker et 

al., 2013). 

Plus récemment, l’équipe d’Emory University à Atlanta a décrit très précisément les 

translocations des myélomes de patients inclus dans la cohorte CoMMPASS. Barwick 

et collègues confirment ici que le locus IgH est transloqué dans 41% des patients 

nouvellement diagnostiqués, presque toujours à une fréquence allélique de 50% 

lorsque la recombinaison opère avec CCND1, CCND3, MAF, MAFB et NSD2, cela 

suggère une présence clonale de la translocation.  

Les auteurs confirment également que 16% des patients présentent une t(11;14) IgH-

CCND1 au diagnostic, 11% une t(4 ;14) IgH-NSD2, 3.3% une t(14 ;16) IgH-MAF, 1.1% 

une t(6 ;14) IgH-CCND3, et 1.0% une t(14 ;20) IgH-MAFB, en accord avec la littérature 

(Manier et al., 2017a; Barwick et al., 2019) et reproduits en Figure 12. Une étude 

longitudinale du groupe francophone décrit des cas t(4;14) IgH-MMSET sous-clonales 

perdues au cours du traitement (Hébraud et al., 2013), qui restent minoritaires. 
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Étonnamment, les translocations IgH dans le myélome ne s’en tiennent pas aux 

figures quasi-clonales que l’on connaît et une autre classe de translocations IgH 

apparaît à des fréquences alléliques plus limitées (i.e. à un stade plus tardif de la 

pathogénèse) : les translocations t(8;14)/IgH-MYC. Ces translocations n’impliquent 

pas le CSR généralement, sont accompagnées d’amplifications focales génomiques, et 

sont réparties sur deux régions du chr8 : l’une centrée sur MYC, et la seconde autour 

de PVT1, télomérique de MYC. Les translocations de MYC s’accompagnent d’une 

surexpression de l’oncogène et d’amplifications focales aux points de cassure (Barwick 

et al., 2019).  

MYC lui-même ne s’en tient pas à la translocation avec IgH. Les t(8 ;14) ne 

représentent que 16% des translocations de MYC dans le myélome et sont comparables 

en fréquence aux translocations IgL-MYC (Avet-Loiseau et al., 2001). L’étude récente 

de Barwick et collègues montre que MYC a de multiples partenaires de translocations, 

au-delà des classiques IgH et IgL, et fait appel plus généralement à un mécanisme de 

capture de région régulatrice (enhancer hijacking) dans des super-enhancers du 

plasmocyte. 

En somme, la t(IgH) semble jouer généralement le rôle de « driver translocation » 

précoce de même qu’on parle couramment de « driver mutation » clonale, alors que 

les t(IgL) et/ou t(MYC) semblent offrir un enhancer supplémentaire pour la 

progression. 

3.4. GAINS ET PERTES DE COPIES GÉNOMIQUES 

Nous l’avons vu précédemment, les myélomes sont communément séparés en deux 

catégories : celle des t(IgH), pour environ 50% des cas au diagnostic, et celle des 

hyperdiploïdies (HRD) pour environ 50% des cas également. Les HRD sont 

caractérisés par de nombreux gains de chromosomes entiers pour un caryotype d’au 

moins 48 chromosomes représentés en Figure 12, p. 34. Les deux catégories sont 

quasiment exclusives l’une de l’autre. 

Les chromosomes préférentiellement dupliqués sont impairs parmi 3, 5, 7, 9, 11, 15, 

19, et 21. Les mécanismes menant à l’hyperdiploïdie sont inconnus, bien que 

l’hypothèse d’un événement catastrophique unique soit évoqué dans les leucémies 

aiguës lymphoblastiques (Onodera et al., 1992). En pratique, la clonalité des mutations 

acquises vient affaiblir la théorie de la mitose anormale unique. Par exemple, dans une 

cohorte de myélomes indolents du DFCI, les trisomies 3, 19 et 21 peuvent être sous-

clonales, mais les trisomies 5, 11, 15 sont toujours clonales (Bustoros et al., 2020).  
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De même, par reconstruction chronologique des acquisitions des anomalies 

génétiques grâce à la fréquence allélique des mutations, Maura et collègues prédisent 

que le gain21 est plus tardif que gain11 ou gain5 (Maura et al., 2019b). Alors, deux 

questions demeurent : quelles sont les avantages conférés par chacun des 

chromosomes acquis ? Comment tirer parti de ces gains de chromosomes et exploiter 

des vulnérabilités avec des molécules thérapeutiques ? 

La recherche dans ce domaine est plutôt influencée par le score prédictif de survie 

de chacune des anomalies (Avet-Loiseau et al., 2009). Trois anomalies majeures 

impliquant des bras de chromosomes sont couramment utilisées ou ont été utilisées à 

cet égard : la del17p, la del13 et le gain1q, qui sont donc supplémentaires à la t(IgH) et 

à l’HRD. 

Le gain 1q est présent chez 22% des patients SMM, et entre 29% et 40% des NDMM, 

ce qui l’associe à la progression clinique (Walker et al., 2018; Bustoros et al., 2020). La 

valeur pronostique dans la survie est établie aussi par le groupe francophone (Avet-

Loiseau et al., 2009). On mesure historiquement le gain1q par FISH sur CKS1B, dont le 

gain de copie est associé une hausse de l’expression (Fonseca et al., 2006). Néanmoins, 

la région communément gagnée est plus large, si bien que c’est plutôt le caractère 

pronostique que le rôle biologique joué par CKS1B qui justifie l’exploration de 

l’anomalie dans le myélome. 

La del17p mesurée par FISH TP53 est de mauvais pronostic pour la survie, elle est 

rare dans les MGUS, atteint 10% des patients MM, et augmente à la rechute. La 

délétion est souvent sous-clonale et le pourcentage pronostique de noyaux del(17p) 

varie selon les études (Avet-Loiseau et al., 2016). On associe la del17p à dérégulation 

de p53, acteur clé de la réparation de l’ADN, de l’apoptose et du cycle cellulaire. 

Del17p et mutations TP53 sont fortement associées (Lodé et al., 2010). La désactivation 

biallélique de TP53 est critique et définit (avec les patients chr1q≥4n+ISS3) un groupe 

de myélome dits « Double-Hit » à très haut risque avec les thérapies actuelles (Walker 

et al., 2019). Pour l’IFM, le double-hit complète mais ne remplace pas la valeur 

pronostique de la del17p seule en l’absence de mutation d’exon de TP53 (Corre et al., 

2020). 

La monosomie du chromosome 13, ou del13, est présente dans environ 50% des 

patients au stade indolent comme au diagnostic (Walker et al., 2018; Bustoros et al., 

2020). Le gène driver consensuel historique du chromosome 13 est le gène du 

rétinoblastome Rb (RB1) dont la délétion réactive le cycle cellulaire.  
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Notons que BRCA2 et DIS3 sont aussi présents sur le 13q. On associait 

historiquement la del13q à un mauvais pronostic, mais sa forte association avec 

d’autres facteurs l’a mise en retrait des diagnostics au profit de la t(4;14) plus 

couramment évaluée : 85% des patients t(4 ;14) présentent une del13q (Avet-Loiseau 

et al., 2007). 

En somme, les anomalies des bras des chromosomes ont un impact pronostique fort 

sur la survie et partiellement indépendant des traitements. La recherche systématique 

des mutations n’a pas encore trouvé sa place dans la pratique clinique. Le rôle 

biologique des larges anomalies n’est que partiellement résolu, et se heurte à la fois à 

la taille des anomalies, et à la faible finesse de détection par FISH. 

3.5. CHROMOTHRIPSIES, CHROMOPLEXIES, ET ÉVÉNEMENTS COMPLEXES 

Les variants structuraux complexes ne sont pas antagonistes de larges événements 

« simples » capturés par FISH ou caryotypage. MYC présente par exemple de 

nombreux réarrangements complexes, et 75% des translocations de MYC résultent 

d’insertion template et entraînent un hijacking d’enhancer et/ou des amplifications 

focales (Hultcrantz et al., 2020).  

 

 

Figure 13 – Chromothripsie des chromosomes 2, 4, 3, 8, 14, 16, 17, 18, 19 et 20. Variant structural décrit par Rustad et al., 

2020b. A : Circos plot décrivant les réarrangements structuraux, gains et pertes de copies. B : Chromothripsie vue depuis le chr17. 
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Les anomalies larges et complexes incluent la chromothripsie, un phénomène 

catastrophique de réarrangement de dizaines voire centaines de loci enchevêtrés a 

priori aléatoirement sur un ou quelques chromosomes. On la caractérise aussi par une 

oscillation rapprochée du nombre de copies (souvent 1 à 4) des loci impliqués dans le 

réarrangement, cette caractéristique est identifiable visuellement à partir de données 

de puces à ADN (Stephens et al., 2011; Korbel and Campbell, 2013). 

La chromothripsie est décrite dans de nombreux cancers, et a été découverte en 2011 

dans le myélome (Magrangeas et al., 2011). Les oscillations rapprochées de pertes et 

gains génomiques caractéristiques de la chromothripsie sont retrouvées dans 1.3% 

(n=10/764) des patients au diagnostic dans l’étude de l’IFM (Magrangeas et al., 2011). 

Il est probable que cet événement soit un marqueur fort d’agressivité : parmi les 10 cas 

identifiés dans cette première étude, 5 rechutent dans les 10 mois, parmi eux 4 

décèdent, dont 3 en moins de 12 mois. 

Plus récemment, l’étude de la cohorte CoMMPASS montre une prévalence plus 

élevée des chromothripsies au diagnostic (18 fois plus) illustrée par un exemple en 

Figure 13. 24% des patients présentent cet événement associé fortement (OR=6) avec 

une désactivation bi-allélique de TP53. La présence de chromothripsie est 

statistiquement associée avec l’OS et la PFS. La détection de chromoplexie, inversion, 

duplication, déletion, insertion ne sont pas associées à la survie mais ces événements 

sont décrits en détail par le groupe de Maura à New York (Rustad et al., 2020b). MYC 

et sa région régulatrice proximale forment le hotspot le plus courant du myélome qui 

subit des réarrangements complexes associés à des amplifications focales : insertion 

template, translocation, délétion menant à la juxtaposition de MYC avec un super-

enhancer et à sa surexpression (Rustad et al., 2020b). 
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3.6. CHROMOSOMES MINUSCULES DOUBLES 

MYC a fait l’objet d’une découverte supplémentaire dans le myélome : son 

implication dans un « chromosome minuscule double », ou « double-minute 

chromosome » abrégé dmin (Yamamoto et al., 2020). Les dmin sont des ADN 

circulaires dépourvus de centromère présents dans de nombreux cancers et 

découverts dans les années 1970 avec la systématisation du caryotypage de lignées 

cellulaires. Ils sont majoritairement porteurs d’oncogènes dont ils favorisent 

l’amplification et la surexpression (Hahn, 1993). Il est probable que des dmin aient été 

rapportés comme étant des amplifications intra-chromosomiques, auxquelles les dmin 

sont souvent associés. Pour des raisons techniques, car ils sont compliqués à assembler 

par séquençage, les dmin ont fait l’objet de peu de travaux à l’exclusion de MDM2, 

l’E3 ligase de p53, dont l’acronyme signifie Murine Double-Minute 2 (Fakharzadeh et 

al., 1991, 1993). 

Dans le myélome multiple, en dehors de rares études de cas, on recense 2 

publications qui annotent les dmin dans des cohortes cliniques : 1 dmin sur 24 patients 

(4%) dans l’étude du groupe de Cambridge (Chen et al., 1986) et 5 dmin sur 36 patients 

(14%) dans l’étude du groupe de Thiruvananthapuram dix ans plus tard (Ankathil et 

al., 1995). Les dmin identifiés par le groupe indien impliquent les chromosomes 7 

(N=2), 8 (N=1) et 9 (N=2). 

Nous avons vu que le myélome est caractérisé par des anomalies du génome très 

diverses, variables entre les patients. Les mutations et événements structuraux 

impactent l’oncogenèse à diverses échelles de l’ADN (linéaire et spatiales, du 

nucléotide au bras de chromosome) et à divers stades de la pathologie. Beaucoup 

d’événements structuraux ont un caractère prédictif de la sévérité de la maladie, à tel 

point qu’ils définissent des groupes de patients à risque. Pourtant, peu d’aspects 

fonctionnels liés aux anomalies génomiques ont été décrits. Dès lors, peut-on dire que 

la génomique du cancer dévoile des mécanismes suffisants à l’oncogenèse, en somme 

que le cancer est une maladie du génome ? Ou bien la génomique nécessite-t-elle une 

couche supplémentaire, fonctionnelle, liée à la transcription du génome anormal, pour 

mieux comprendre l’oncogenèse et la progression du myélome ? 
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4. ENJEUX PRONOSTIQUES ET HÉTÉROGÉNÉITÉ DE LA 

TRANSCRIPTION 

4.1. CLASSIFICATION FONCTIONNELLE DES PATIENTS ET HÉTÉROGÉNÉITÉ 

DES MYÉLOMES 

Contrairement à la génomique, la transcriptomique, c’est-à-dire l’étude des 

produits de la transcription du génome, décrit un événement majeur et unifiant de 

l’oncogenèse du myélome : la dérégulation précoce d’une cycline D (CCND1, CCND2 

ou CCND3). Logiquement, Bergsagel et Kuehl, qui ont découvert cette propriété avec 

les puces Affymetrix, proposent de l’associer aux HRD et t(IgH) pour définir 

arbitrairement la classification TC : Translocations et Cycline D (Bergsagel et al., 2005).  

Puis, le groupe de l’UAMS propose d’utiliser les outils d’apprentissage statistique 

SAM et PAM développés par Tibshirani et Hastie à Stanford pour classifier de façon 

non-supervisée les patients MM regroupés en cohortes d’entrainement et de test, et 

extraire les caractéristiques des 7 groupes résultants (Zhan et al., 2006). Classiquement, 

la normalisation des données préliminaires se fait par transformation logarithmique 

puis centrage avec ou sans réduction et conservation des gènes les plus variables dans 

la cohorte. 

Ainsi à quelques exceptions près, le groupe MS correspond aux MMSET/t(4;14), 

avec (75%) ou sans (25%) expression de FGFR3. 

Le groupe MF regroupe les translocations de MAF et MAFB, ce qui suggère que le 

groupe MF permet de trouver les cibles des facteurs de transcription à l’expression 

forte. On y trouve aussi CX3CR1, ITGB7.  

Les groupes CD-1 et CD-2 sont deux clusters de patients avec expression de CCND1 

ou CCND3 majoritairement transloqués (Broyl et al., 2010). Les myélomes CD-2 

expriment plus fortement PAX5, MS4A1 (CD20), CD79A, et VPREB3, marqueurs de 

lymphocytes B y compris immatures. Le groupe CD-1 présente un équilibre entre 

patients t(11;14) et HRD, alors que le groupe CD-2 présente presque systématiquement 

la translocation de CCND1 (Broyl et al. 2010, table S4) associée au phénotype B. 

Le groupe HY est majoritairement composé de patients hyperdiploïdes (90%) et 

exprime fortement TNFSF10 (TRAIL), associé à la mort des érythroblastes (Silvestris 

et al., 2002) et DKK1 associé à la maladie osseuse (Tian et al., 2003). 
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Tableau 7 - Matrice de confusion des classifications de l'UAMS et de HOVON reproduite depuis (Broyl et al., 2010). Le Taux 

d'erreur de classification (Taux Err. Cl.) est indiqué pour les groupes moléculaires identifiés par Zhan et collègues ainsi qu'une 

signature NFkB identifiée par Broyl et collègues. 

  
Classe UAMS (Zhan et al., 2006) et signature NFkB 
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 CD-1 CD-2 MS MF HY PR LB NFkB Taux Err. Cl. 

CD-1 8 0 0 0 1 0 4 0 0.38 

CD-2 1 28 0 0 1 0 4 0 0.18 

MS 0 0 31 0 0 1 0 1 0.06 

MF 0 0 0 17 0 0 0 0 0.00 

HY 1 0 0 2 63 4 6 1 0.18 

PR 2 0 0 2 2 9 0 0 0.40 

LB 0 0 0 2 0 0 13 0 0.13 

NFkB 0 8 0 1 1 1 0 26 0.30 

CTA 0 5 0 0 5 8 0 4  

PRL3 0 0 0 0 0 4 3 2  

Myeloid 4 0 7 12 4 5 1 6  

NA 3 0 0 0 1 0 5 0  

 

 

 

 

Figure 14 - Aspects pronostiques de la classification moléculaire fonctionnelle du myélome. Différences en survie sans-

événement (gauche) et survie globale (droite) par sous-groupe moléculaire. Figure issue de (Zhan et al., 2006). CD-1/2 : cycline 

D ; HY : hyperdiploïde ; LB : low bone disease ; MS : MMSET/t(4;14) ; MF : MAF/MAFB ; PR : prolifération. 
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À l’inverse, le groupe LB (low bone disease) est retenu pour sous-représenter les 

patients à maladie osseuse à l’IRM (Imagerie par résonance magnétique) et sous-

exprimer DKK1. 

Le groupe PR quant à lui est caractérisé par une surexpression de gènes de la 

prolifération qu’on retrouve partiellement dans les classifications à haut risque 

clinique. 

Cette classification fonctionnelle fait encore référence mais 27% des patients de 

l’UAMS étaient retirés de l’étude car présentant des caractéristiques myéloïdes 

contaminantes et/ou de plasmocytes normaux (Zhan et al., 2006). Plus tard, le groupe 

d’Erasmus MC propose une nouvelle classification qui réintègre les « Myéloïdes » et 

ajoute trois groupes : CTA, PRL3 et NFkB (Broyl et al., 2010) détaillée dans le Tableau 

7. La considération du groupe myéloïde en tant que classe fonctionnelle ou comme 

contamination de l’environnement fait l’objet d’une controverse. 

Le groupe CTA est un sous-groupe de PR pour Zhan et collègues qui exprime des 

antigènes de cancers du testicule : MAGEA3/A6F/A12, PAGE1, GAGE12F. Broyl 

montre qu’un groupe CTA existe indépendamment du groupe PR. 

Le groupe PRL3 surexprime PRP4A3 (PRL3), mais n’est pas associé à des 

caractéristiques biologiques précises en dehors d’une sur-représentation des 

myélomes ISS 1 suggérant un niveau de sévérité moindre de la maladie. 

Le groupe NFkB surexprime des gènes impliqués dans la voie de signalisation 

éponyme (BCL10, TNFAIP3, CXCL8, GADD45B) ainsi que CD40, impliqué dans 

l’activation de la voie de signalisation du même nom. 

Ainsi les sous-groupes CD-1, CD-2, LB et HY représentent des groupes de faible 

risque, alors que les groupes MF, MS et PR sont plutôt des MM de haut risque (OS et 

PFS), et cette classification est indépendante d’autres prédicteurs clinico-biologiques : 

cytogénétique, B2M (Microglobuline-Bêta-2) et LDH (Lactate Deshydrogénase) 

(Figure 14). 

En plus de l’aspect pronostique, l’intérêt majeur des groupes d’expression génique 

est d’associer une couche fonctionnelle aux translocations majeures d’IgH. La fonction 

cellulaire est déduite d’observations cliniques et des fonctions des gènes les plus 

différentiellement exprimés entre les classes, c’est-à-dire qui définissent le programme 

transcriptomique de la classe.  
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4.2. PRÉDICTION D’ÉVÉNEMENTS ET SIGNATURE DE HAUT-RISQUE 

La nature des données collectées par puce ou séquençage de l’ARN permet 

également une approche supervisée des problèmes de classification. Les groupes de 

l’UAMS, d’Erasmus MC et l’IFM ont proposé trois signatures géniques pour identifier 

les myélomes à haut risque de rechute et/ou de décès (Shaughnessy et al., 2007; 

Decaux et al., 2008; Kuiper et al., 2012). 

Le développement d’une signature d’expression génique se déroule en deux 

étapes : la première consiste à extraire une liste de gènes corrélés en expression avec la 

variable d’intérêt à apprendre (par exemple survie ou rechute avec un modèle de Cox 

univarié). La seconde étape consiste à combiner les gènes en une grandeur d’une seule 

dimension, par exemple le premier axe d’une analyse en composantes principales 

(ACP). Le test de la capacité du classifieur à séparer correctement les groupes vient 

valider la démarche mise en place. 

 

 

Figure 15 - Aspects pronostiques de la classification à haut risque GEP70. Survie sans progression (C) et survie globale (D) 

de la cohorte de l'UAMS avec signature GEP70. Figure issue de Shaughnessy et al., 2007. 

 

Les efforts importants déployés à la définition de signatures de risque apportent 

des informations limitées sur la biologie du MM. Par exemple, le bras long du 

chromosome 1 concentre statistiquement plus de gènes liés au myélome à haut risque, 

en ligne avec les prédictions permises par la FISH et le nombre de copies, mais les 

gènes ne sont pas ou peu communs entre les signatures.  
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L’expression de la survivine (BIRC5) fait figure d’exception : BIRC5 intervient dans 

les définitions de EMC-92, UAMS-17, UAMS-70 et GPI-50 et fait l’objet d’un intérêt 

particulier pour le développement de molécules antagonistes (Romagnoli et al., 2007; 

Altieri, 2013). 

En pratique, les signatures moléculaires ou de haut-risque n’ont pas trouvé 

d’application en clinique malgré leur caractère pronostique indépendant 

statistiquement des autres variables clinico-biologiques mesurées au diagnostic. La 

puissance statistique des signatures est forte (Hazard Ratio compris entre 2 et 5 pour 

EMC-92 en fonction de la cohorte et du traitement, entre 4 et 5 pour GEP70 représentée 

en Figure 15). Cette puissance statistique est supérieure à celle de la del(17p) seule, de 

la beta-2-microglobuline et de l’albumine (Kuiper et al., 2012). Dans une étude 

postérieure, Kuiper et collègues confirment l’indépendance de l’EMC92 et de l’ISS 

ainsi que leur caractère additif pour prédire la survie (Kuiper et al., 2015). 

L’introduction de ces signatures dans la pratique clinique fait encore débat 

aujourd’hui, en particulier l’indépendance entre signatures et R-ISS reste à déterminer, 

et plusieurs aspects techniques ne sont pas résolus : qualité de la transposition des 

signatures d’expression géniques entre laboratoires, technologies, et protocoles 

cliniques. 
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4.3. LE TRANSCRIPTOME AU-DELÀ DES GÈNES CODANTS 

LES ARN LONGS NON-CODANTS 

Parmi les ARN non-codants, l’étude des ARN longs non-codants (lncRNA) a 

bénéficié de l’essor du séquençage haut-débit de librairies d’ARN poly-adénylés. On 

considère que les ARN d’au moins 200 nucléotides de longueur et à potentiel de 

traduction faible ou inexistant forment la classe des lncRNA. La majorité des gènes 

humains sont des lncRNA et certains ont des fonctions de régulation de la chromatine, 

de la transcription en cis et des modifications post-transcriptionnelles (Iyer et al., 2015). 

L’analyse des lncRNA est d’abord motivée par la présence « d’éléments ultra-

conservés » pour environ 1% d’entre eux, et dans le cancer en particulier pour leur 

dérégulation courante (Iyer et al., 2015). 

La valeur pronostique pour la survie et la rechute d’une signature d’expression 

composée seulement de lncRNA est prouvée (Samur et al., 2018). La signature 

proposée par Samur et collègues a un caractère pronostique indépendant de la MRD, 

de l’ISS et de la FISH. Ainsi l’expression des lncRNA a un caractère pronostic pour la 

survie indépendamment des ARN codant pour des protéines. En revanche, les effets 

de dosage liés aux gains et pertes de bras de chromosomes sur l’expression des 

lncRNA restent mal connus. Les technologies de séquençage couplé ADN et ARN dans 

la même cellule, ou la prédiction de nombre de copies à partir de données de 

transcription pourraient éclairer les conséquences du nombre de copies sur 

l’expression génique. 

Plus spécifiquement, les lncRNA PVT1, MALAT1 et CRNDE ont fait l’objet de 

travaux récents dans le myélome pour leur rôle dans la biologie de la tumeur. 

L’expression du lncRNA PVT1 proximal de MYC est requise pour sur-exprimer 

MYC, elle stabilise la protéine MYC et confère un avantage prolifératif dans les 

tumeurs MYC-amplifiées (Tseng et al., 2014). Les translocations de MYC dans le MM 

entraînent une surexpression à la fois de MYC et de PVT1 susceptible d’engendrer une 

boucle de rétroaction positive entre les deux gènes (Mikulasova et al., 2020). 

MALAT1 a aussi fait l’objet de nombreux travaux suite à la découverte du caractère 

pronostique de son expression dans le cancer du poumon et peut être considéré 

comme une cible thérapeutique potentielle dans le myélome (Amodio et al., 2018). Le 

ciblage spécifique de MALAT1 entraîne une diminution de l’expression de NRF1 et 

NRF2, deux facteurs de transcription qui contrôlent et activent les gènes du 
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protéasome. Indirectement, le ciblage de MALAT1 par oligonucléotides anti-sens 

entraîne l’accumulation de protéines polyubiquitinées et la mort des cellules de 

myélome sur un mode d’action proche des inhibiteurs du protéasome (Amodio et al., 

2018). 

La fonction pro-croissance de CRNDE sur les cellules de myélome via 

l’augmentation de l’IL6R a été découverte par David et collègues (David et al., 2020). 

CRNDE fait partie des lncRNA surexprimés dans le myélome par rapport aux 

plasmocytes normaux, son expression forte est également associée à un mauvais 

pronostic clinique (David et al., 2020). La déplétion de CRNDE affecte de nombreux 

mécanismes tumoraux du myélome dont l’expression du récepteur à l’IL6 et conduit 

à une diminution de la survie, de la prolifération in vitro et de la maladie extra-

médullaire dans un modèle murin (David et al., 2020).  

LES MICRO-ARN 

Les microARN (miRNA) sont des ARN non-codants d’environ 21 bases qui régulent 

l’expression génique de façon post-transcriptionnelle. Les miRNA dérivent de gènes 

spécifiques (host genes) ou d’introns excisés d’ARNm et subissent une maturation 

médiée par Drosha et Dicer. Leur fonction biologique canonique est l’inhibition de la 

traduction d’ARNm par appariement partiel de leur séquence en 3’ des régions non-

traduites (3’-UTR) d’ARNm ciblés via le complexe miRNA-induced silencing complex 

(miRISC) (Krol et al., 2010).  

L’axe LIN28/let-7 est peut-être le mécanisme de régulation des miRNA le plus 

étudié en laboratoire. Let-7 est une famille de miRNAs suppresseurs de tumeur qui 

ciblent MYC (Sampson et al., 2007) et RAS (Johnson et al., 2005). Les protéines Lin28 

ciblent spécifiquement la famille Let-7, permettent la dégradation des miRNA Let-7 

(Heo et al., 2008) et restaurent les mécanismes oncogéniques ciblés par les miRNA. 

Dans le myélome, Manier et collègues montrent que cet axe est fonctionnel et pertinent 

pour un ciblage thérapeutique, en particulier dans les tumeurs exprimant fortement 

MYC (Manier et al., 2017b). De plus, l’inactivation de DIS3 dans le MM induit une 

augmentation directe de LIN28B et par la suite une augmentation de MYC et RAS, 

cibles de Let-7 (Segalla et al., 2015).  
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Les niveaux de miRNA Let-7b et miR-18a dans les exosomes de sérum de patient 

contribuent à la stratification du risque de rechute et de survie en analyse multivariée 

(Manier et al., 2017c), ce qui en fait un biomarqueur non-invasif pour évaluer la 

sévérité de la maladie et montre l’intérêt pronostique de l’étude des ARN non-codants. 

4.4. DU SÉQUENÇAGE DE L’ARN « BULK » AU « SINGLE-CELL RNA-SEQ » 

Dans l’étude des populations cellulaires qui composent le vivant, le RNA-seq a pris 

une place fondamentale ces dernières années, en ce qu’il permet notamment de 

quantifier le niveau d’expression des gènes à un niveau de résolution difficilement 

envisageable jusqu’au début des années 2000. Certes l’unité moléculaire fonctionnelle 

protéique n’est pas atteinte, mais le RNA-seq peut s’effectuer à l’échelle du génome, 

c’est-à-dire sans sélection a priori des gènes d’intérêt.  

Le RNA-seq présente une limitation majeure : puisque le niveau de résolution est le 

tissu, il faut pouvoir isoler a priori la population d’intérêt, d’une part, et accepter que 

la mesure en moyenne sur l’échantillon masque l’hétérogénéité des sous-populations 

et des états cellulaires s’ils existent d’autre part. Or, le myélome multiple est une 

tumeur génétiquement hétérogène à l’échelle du patient et la mesure de l’expression 

en moyenne est susceptible de masquer la fonction moléculaire propre aux sous-

clones. 

Avec la publication de techniques de séquençage d’ARN en cellule-unique (scRNA-

seq) (Tang et al., 2009; Macosko et al., 2015), et surtout la première solution 

commerciale à haut débit 10X Chromium (Zheng et al., 2017), l’accès à la technologie 

de séquençage unicellulaire se démocratise, et le scRNA-seq est élu « 2018 

Breakthrough of the Year » par la revue Science pour son apport à la compréhension 

du développement embryonnaire. 

Dans le MM, deux axes de recherche sont développés et ont fait l’objet de travaux 

majeurs : une description de l’hétérogénéité des cellules tumorales (Ledergor et al., 

2018) que nous détaillons ci-après, et une cartographie de l’environnement 

immunitaire à divers stades de la maladie (Zavidij et al., 2020). 
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4.5. SCRNA-SEQ DES PLASMOCYTES TUMORAUX 

Ledergor et collègues analysent l’hétérogénéité des plasmocytes tumoraux de 29 

patients à divers stades de développement du MM ainsi que de 11 prélèvements de 

donneurs contrôles (Ledergor et al., 2018). La technologie utilisée (MARS-seq) ne fait 

pas appel à des émulsions microfluidiques mais isole les cellules les unes des autres 

dans des plaques 384 puits avec un cytomètre trieur sur la base de marqueurs 

phénotypiques (Jaitin et al., 2014). Cette méthode permet de quantifier des protéines 

membranaires en combinaison avec le transcriptome, ce qui ne sera permis plus tard 

en émulsion qu’avec le CITE-seq et le REAP-seq (Peterson et al., 2017; Stoeckius et al., 

2017). 

D’abord, Ledergor et collègues confirment l’établissement de programmes 

transcriptionnels malins propres aux patients atteints de myélome, alors que les 

plasmocytes normaux partagent leur programme transcriptionnel entre les patients 

(Figure 16). En d’autres termes, les cellules de chaque patient MM clusterisent entre 

elles et établissent une signature spécifique, alors que les plasmocytes normaux des 

différents patients clusterisent ensemble. 

 

Figure 16 - Hétérogénéité transcriptomique inter- et intra-patient. Figure issue de Ledergor et al., 2018. Le panel A) montre 

un résultat de clustering non-supervisé de single-cell RNA sequencing qui recoupe les patients annotés en panels B) et D). À 

l’inverse, les donneurs sains (gris) sont regroupés ensemble par le clustering non-supervisé et par l’algorithme de réduction de 

dimension. 
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Ensuite, en utilisant un algorithme de prédiction de nombre de copies par 

moyennage de l’expression relative sur une fenêtre glissante de 100 gènes le long des 

bras de chromosomes, les auteurs sont capables de prédire l’état du nombre de copie 

par cellule (nombre de copies normal, diminué ou augmenté) et de l’associer au 

transcriptome scRNA. Un algorithme similaire est inclus dans le projet Trinity CTAT 

du Broad Institute (inferCNV). Le résultat principal de Ledergor et collègues est qu’il 

n’y a pas de lien entre les gènes dérégulés entre les sous-populations et le nombre de 

copies génomiques de ces gènes. D’une part, ce résultat pourrait suggérer une action 

en trans des anomalies de nombre de copies, et d’autre part, cela montre que 

localement, nombre de copies et programmes transcriptionnels peuvent être 

indépendants. 

Enfin, les auteurs offrent des perspectives cliniques au single-cell RNA 

sequencing avec (1) la caractérisation des CTCs comparées au clone tumoral de la 

moelle osseuse ; (2) le suivi des cellules de la MRD sur le même principe. Ici, Ledergor 

et collègues montrent qu’il n’y a pas ou peu de différence transcriptomique entre les 

cellules des échantillons biologiques de CTC, de la MRD, et des clones d’origine de la 

ponction de moelle osseuse. Cette découverte ouvre la voie au suivi de précision de 

l’évolution tumorale en clinique avec le scRNA-seq dont des résultats préliminaires 

ont été présentés à l’ASH 2019 (Cohen et al., 2019). 
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5. CARTOGRAPHIER L’HYDROXYMÉTHYLATION DE L’ADN 

5.1. MÉTHYLATION DE L’ADN GÉNOMIQUE 

La méthylation de l’ADN est la marque épigénétique par excellence : elle modifie 

l’ADN sans muter le résidu cytosine qu’elle marque, peut modifier l’expression 

génique et est transmise automatiquement à la mitose. Ainsi une cytosine (C) devient 

5-méthylcytosine (5mC) dans un contexte di-nucléotidique CpG chez les eucaryotes 

(Song et al., 2011b; Schübeler, 2015). 

La fonction majeure de la méthylation de l’ADN est répressive, et se manifeste sous 

différentes formes stables : répression de l’expression génique, inactivation du X 

surnuméraire et de séquences répétées, gènes soumis à empreinte parentale (Jones, 

2012). 

Chez les vertébrés, l’ADN génomique est globalement méthylé sauf dans des 

régions riches en CpG appelés îlots CpG (CGI pour CpG Island) où la méthylation est 

quasi-absente. Les CGI sont caractérisés par une forte densité locale en CpG : longueur 

supérieure à 200bp, contenu en GC supérieur à 50% et ratio de CpG observé sur 

attendu supérieur à 0.6 (Gardiner-Garden and Frommer, 1987). 

On associe les CGI aux gènes : les CGI sont typiquement situés à proximité du site 

d’initiation de la transcription (TSS) et sont associés à 70% des promoteurs chez 

l’homme. L’absence de méthylation d’un CGI est considérée comme une condition 

nécessaire mais pas suffisante à l’activité transcriptionnelle (Fan and Zhang, 2009).  

Au cours du développement et de la différentiation cellulaire, la méthylation de novo 

est apposée par les methyltransférases à ADN DNMT3A et DNMT3B (Okano et al., 

1999) en combinaison avec leur partenaire non-enzymatique DNMT3L (Bourc’his et al., 

2001). 

Le maintien de la méthylation est assuré durant la réplication de l’ADN par DNMT1 

associé à UHRF1 qui détecte les CpG hémi-méthylés (Bostick et al., 2007; Song et al., 

2011b). DNMT1 est indispensable au renouvellement de tissus (Sen et al., 2010) y 

compris des cellules souches embryonnaires chez l’homme (Liao et al., 2015). Le 

niveau global de 5mC a tendance à diminuer avec le vieillissement ce qui en fait un 

prédicteur de l’âge (Goel et al., 2017). 
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5.2. DYNAMIQUE DE LA MÉTHYLATION DE L’ADN DANS LE MYÉLOME 

MULTIPLE 

Logiquement, la notion de mémoire épigénétique motive l’étude de la méthylation 

de l’ADN dans les processus d’oncogenèse. Le cancer est globalement hypométhylé 

par rapport aux tissus sains, sans doute du fait du maintien erratique des profils de 

méthylation provoquant une déméthylation globale (Feinberg and Vogelstein, 1983). 

L’hypométhylation aux CpG peut mener à la réactivation de gènes normalement 

éteints, en particulier de gènes favorisant la prolifération et le cycle cellulaire et de 

certains gènes d’expression testiculaire (Feinberg and Tycko, 2004) qui sont retrouvés 

dans les classifications moléculaires du myélome multiple (Zhan et al., 2006; Broyl et 

al., 2010). 

La déméthylation des régions satellites centromériques et péri-centromériques, en 

particulier sur le chromosome 1, est associée à une instabilité chromosomique et 

pourrait favoriser les réarrangements catastrophiques oncogéniques y compris dans le 

MM (Sawyer et al., 1998, 2019). 

À l’opposé, l’hyperméthylation ciblée de gènes suppresseurs de tumeurs est 

observée dans de nombreux cancers. Les gènes RB1 et CDKN2A ont fait l’objet de 

nombreux travaux depuis les années 1980 y compris dans le myélome. 

Fonctionnellement, l’hyperméthylation serait associée à l’extinction de l’expression 

des gènes suppresseurs de tumeur (Sakai et al., 1991; Ng et al., 1997).  

Les travaux sur la méthylation dans le myélome ont confirmé une hypométhylation 

globale du génome du myélome par rapport aux plasmocytes normaux (Salhia et al., 

2010; Walker et al., 2011; Heuck et al., 2013). Pour autant, certains patients présentent 

une hyperméthylation globale importante (Agirre et al., 2015), caractéristique de 

l’hétérogénéité du myélome multiple. Surtout, les travaux d’Agirre et collègues ont 

montré que l’hyperméthylation locale dans le myélome est concentrée sur des 

enhancers introniques spécifiques du lymphocyte B et des cellules souches (Agirre et 

al., 2015), une caractéristique particulière du myélome en opposition aux tumeurs 

localement hyperméthylées sur les îlots CpG (Hansen et al., 2011; Berman et al., 2012). 

Ces travaux sont à relire aujourd’hui à la lumière de la découverte de Weinberg et 

collègues, qui ont montré que l’apposition de l’H3K36me2 par NSD1 (paralogue de 

NSD2) est requise pour recruter DNMT3A et maintenir la méthylation de l’ADN 

intergénique (Weinberg et al., 2019). 
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Lorsque NSD2 est perdu, DNMT3A est redistribuée sur la marque H3K36me3 

présente aux corps de gènes provoquant la baisse du niveau de méthylation de l’ADN 

intergénique (Weinberg et al., 2019). Le rôle de la re-distribution des marques 

H3K36me2/3 associé à la méthylation de l’ADN chez les patients t(4;14) sera 

probablement étudié à l’aune de ces nouveaux résultats et d’inhibiteurs spécifiques de 

l’interaction entre NSD2_PWWP1 et de l’H3K36me2 (Freitas et al., 2020), mais reste 

inconnu pour l’instant. 

5.3. ASPECTS FONCTIONNELS DE LA MÉTHYLATION DE L’ADN 

Les protéines de la famille MBD (methyl-CpG binding domain) MDB1, MDB2, 

MDB4 et MeCP2 ont une forte affinité pour les CpG méthylés et se lient 

préférentiellement à l’ADN dense en CpG. Elles pourraient ainsi contribuer à la 

fonction répressive de le méthylation de l’ADN (Defossez and Stancheva, 2011; Baubec 

et al., 2013). 

In vitro, Yin et collègues ont montré dans un criblage SELEX de 542 DNA Binding 

Domains de facteurs de transcription que la majorité sont sensibles à l’état des 

méthylation des CpG (Yin et al., 2017). En particulier, les bHLH, bZIP et ETS sont 

inhibés par la méthylation, alors que les homéodomaines, POU et NFAT sont plus 

affins pour les CpG méthylés (Yin et al., 2017). 

Domcke, Bardet et collègues montrent néanmoins in vivo par enrichissement des 

sites hypersensibles à la Dnase I dans des cellules souches murines triple KO 

Dnmt1/3a/3b que la plupart des motifs de facteurs de transcription ne sont pas sensibles 

à la méthylation de l’ADN (Domcke et al., 2015). Le motif de NRF1 fait figure 

d’exception dans ce modèle, et en l’absence de méthylation de l’ADN, NRF1 se lie à de 

nombreux nouveaux loci où il favorise la transcription. L’induction de l’activité de 

méthyltransférase de novo rétablit la méthylation de l’ADN, NRF1 est redistribué sur 

le génome au bénéfice de la méthylation de l’ADN et fait apparaître un nouveau 

modèle : celui d’une compétition entre la méthylation de l’ADN et l’activité de facteurs 

de transcription (Domcke et al., 2015). 

En somme, les travaux actuels sur la méthylation de l’ADN et les facteurs de 

transcription ou l’affinité de l’un pour l’autre sont prometteurs dans la recherche sur 

la différentiation cellulaire et le développement embryonnaire, et s’orientent vers un 

rôle déterminant de la régulation entre facteurs de transcription et les acteurs de la 

méthylation de l’ADN. 
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5.4. HYDROXYMÉTHYLATION ET DÉMÉTHYLATION DE L’ADN 

GÉNOMIQUE 

On l’a vu, la déméthylation de l’ADN du génome est une marque du vieillissement 

physiologique comme de l’oncogenèse. Malgré leur caractère crucial dans la recherche 

médicale, les mécanismes responsables de la déméthylation globale de l’ADN ne sont 

pas complètement compris.  

On distingue communément la déméthylation passive de la déméthylation active : 

la première est liée à une reproduction imparfaite des profils de méthylation par 

DNMT1 lors de la réplication de l’ADN, la seconde implique des enzymes dont nous 

détaillons l’état des connaissances ici. 

En 2009, deux articles dans Science (re)découvrent simultanément l’existence d’une 

nouvelle modification de l’ADN dans le génome : la 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) 

(Kriaucionis and Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009). Dans les années 1970, la 5hmC 

avait été découverte et réfutée (Penn et al., 1972; Kothari and Shankar, 1976), ce qui 

explique probablement qu’elle soit restée oubliée 30 ans durant. 

Tahiliani et collègues identifient que la famille TET (Ten-Eleven Translocation) peut 

modifier les 5mC. Ils montrent successivement que TET1 catalyse la conversion de la 

5mC en 5hmC dans les leucémies à fusion MLL-TET1, et que la répression de TET1 

par transfection de petit ARN interférent (siRNA) entraîne une réduction de la 5hmC 

(Tahiliani et al., 2009). TET1 et TET3 possèdent un domaine de liaison directe à l’ADN 

alors que TET2 n’en possède pas et lie l’ADN via son partenaire CXXC4/IDAX, ces 

deux gènes étant issus de la cassure d’un gène TET ancestral (Ko et al., 2013). 

Le mécanisme majeur de la déméthylation de l’ADN (Figure 17) est l’oxydation 

successive par la famille TET de la 5mC en 5hmC, puis en 5-formylcytosine (5fC), enfin 

en 5-carboxylcytosine (5caC), elle-même clivée par la glycosylase TDG et prise en 

charge par le système Base-Excision Repair (BER) pour être remplacée par une 

cytosine complémentaire de la guanine située sur l’autre brin (Shen et al., 2013). 

Kriaucionis et Heintz découvraient quant à eux que la 5hmC est présente de 

manière physiologique dans des cellules neuronales, mais ils ne la détectaient pas dans 

des lignées cellulaires cancéreuses (Kriaucionis and Heintz, 2009). Nous retrouvons ce 

résultat qui limite l’étude de la 5hmC in vitro sur la lignée cellulaire de myélome 

MM.1S par l’absence de signal en séquençage 5hmC-Seal. 
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Figure 17 - Marques chimiques aux CpG et déméthylation de l’ADN. TDG : Thymine-ADN-glycosylase ; BER : Réparation 

par excision de base. DNMT : Méthyltransférase à ADN ; TET : Ten-eleven translocation méthylcytosine dioxygénase. 

 

 

 

Figure 18 – Co-localisation de la 5hmC avec les marques de chromatine active. Figure issue de Stroud 2011. La 5hmC est 

colocalisée avec les enhancers (a) et avec les marques H3K4me1 H3K27ac (c) de cellules souches embryonnaires humaines. 

 

 

 

Figure 19 - Niveau de 5hmC exprimé en valeur relative par rapport à la 5hmC cérébrale. Figure issue de Nestor et al., 2012. 
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5.5. LOCALISATION ET NIVEAUX DE LA 5HMC 

En plus de son rôle d’intermédiaire dans la déméthylation de l’ADN, 

l’hydroxyméthylation est également considérée comme une marque stable de l’ADN 

(Bachman et al., 2014). Elle est localisée préférentiellement dans les enhancers et dans 

les corps de gènes transcrits (Stroud et al., 2011; Sérandour et al., 2012; Mahé et al., 

2017) (Figure 18). 

Les niveaux globaux de 5hmC, contrairement aux niveaux de 5mC, sont très 

variables d’un tissu à l’autre, le cerveau en présente par exemple en moyenne 20 fois 

plus que le sang périphérique (Nestor et al., 2012) et (Figure 19). 

La 5hmC a d’abord été étudiée dans les cancers hématologiques en lien avec les 

mutations perte-de-fonction affectant les protéines TET. En fait, la 5hmC est 

globalement perdue dans une grande variété de cancers solides et hématologiques à 

l’exception notable des leucémies réarrangées MLL-TET1 qui ont permis sa découverte 

(Tahiliani et al., 2009; Huang et al., 2013; Huang and Rao, 2014). La diminution des 

niveaux de 5hmC atteint un facteur 30 dans les tumeurs cérébrales (Jin et al., 2011). 

Contrairement à la méthylation de l’ADN qui est globalement perdue dans des 

régions pauvres en gènes dans le cancer par rapport aux cellules normales, la 5hmC y 

est perdue dans les régions géniques, autour du promoteur, dans les exons, introns et 

les régions intergéniques (Lian et al., 2012; Jeschke et al., 2016). 

5.6. DÉPENDANCE AUX PROTÉINES TET ET CANCER 

Les protéines des familles DNMT et TET sont cruciales dans la différentiation 

cellulaire hématopoïétique.  

Les souris KO pour Tet1 sont viables et fertiles (Dawlaty et al., 2011) mais présentent 

des lymphomes B (Cimmino et al., 2015). Le promoteur de TET1 est hyperméthylé et 

le gène est transcriptionnellement éteint dans les lymphomes NHL, ce qui montre sa 

fonction de gène suppresseur de tumeur pour ces cancers hématologiques (Cimmino 

et al., 2015). 

Les souris KO pour Tet2 sont également viables et fertiles mais développent des 

leucémies chroniques (Li et al., 2011). TET2 est régulièrement muté « perte-de-

fonction » dans les leucémies myéloïdes aiguës où la présence d’une mutation de TET2 

est associée à l’hyperméthylation d’enhancers et l’extinction de gènes suppresseurs de 

tumeur (Rasmussen et al., 2015), et à une baisse globale des niveaux de 5hmC (Ko et 

al., 2015). 
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DNMT3A/B et TET2 sont fréquemment mutés dans l’hématopoïèse clonale, les 

leucémies et les lymphomes (Challen and Goodell, 2020). L’inactivation de TET2 chez 

l’homme et la souris induit un biais de différentiation hématopoïétique en faveur des 

monocytes, alors que l’inactivation de DNMT3A favorise la différentiation 

érythrocytaire. Le biais de différentiation serait dû à la sensibilité relative des facteurs 

de transcription impliqués dans l’hématopoïèse pour les CpG méthylés ou non-

méthylés (Izzo et al., 2020; López-Moyado and Rao, 2020). 

Tet3 n’est pas exprimé dans les cellules souches embryonnaires mais participe à la 

déméthylation du génome paternel dans le pronucleus, fortement hydroxyméthylé 

(Gu et al., 2011).  

En résumé, TET1 et TET2 sont dispensables pour le développement embryonnaire 

mais leur suppression constitutive ou somatique cause de multiples tumeurs 

hématologiques.  

5.7. VERS UN RÔLE FONCTIONNEL DE LA 5HMC ? 

L’hydroxyméthylation est une marque (1) chimiquement stable, (2) dont les niveaux 

globaux dépendent du tissu, et (3) dont la localisation génomique est associée aux 

enhancers et régions activement transcrites. Son rôle fonctionnel propre fait débat. 

Certaines protéines ont une affinité spécifique pour la 5hmC : UHRF2 est l’exemple 

le plus connu (Spruijt et al., 2013; Zhou et al., 2014). En outre, Khund-Sayeed et 

collègues montrent in vitro que sur certains motifs de facteurs de transcription, la 

5hmC augmente l’affinité de TCF4 et USF1 pour l’ADN par rapport à la 5mC et à la 

cytosine nue. TCF4 et USF1 sont des membres de la famille bHLH, inhibés par la 

méthylation (Khund-Sayeed et al., 2016). Ces travaux suggèrent des rôles fonctionnels 

potentiels de la 5hmC, mais la rareté de la 5hmC et son contrôle difficile in vitro freinent 

l’évaluation de ces propriétés. 

Au contraire, in vivo, les DNMT3 et TET sont en compétition pour la méthylation de 

l’ADN : l’ADN reste méthylé malgré la présence conjointe des DNMT et TET dans un 

tiers des enhancers de cellules souches, où la combinaison joue en faveur du maintien 

de la méthylation (Charlton et al., 2020). La co-localisation des régulateurs de la 

méthylation et de la déméthylation permettrait un switch rapide entre les deux 

modifications de l’ADN, mais les travaux ne suggèrent pas de rôle fonctionnel à la 

marque 5hmC en elle-même (Charlton et al., 2020). 
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5.8. CARTOGRAPHIE DE L’HYDROXYMÉTHYLATION DANS LE MYÉLOME 

MULTIPLE 

Les équipes de T. Fest et G. Salbert ont choisi d’aborder l’hydroxyméthylation dans 

le myélome multiple par l’axe de l’instabilité péricentromérique du chr1q12 et le gain 

de sa région proximale immédiate chr1q21. Ils ont montré par cartographie de 

l’hydroxymethylome que la 5hmC est préférentiellement présente, chez les patients, 

dans les super-enhancers de la lignée cellulaire MM.1S (Chatonnet et al., 2020). En 

cherchant les CpG hydroxyméthylés dans le MM mais qui ne le sont pas dans les 

plasmablastes différenciés in vitro, les auteurs identifient une sur-représentation de 

CpG sur le chr1q21 associés à des gènes fortement exprimés dans le MM et de mauvais 

pronostic pour la survie. En particulier, l’analyse de la 5hmC a permis au groupe de 

Rennes de découvrir l’association entre la famille des 4 gènes du FAM72 et la 

prolifération du MM, qui ouvre une voie supplémentaire dans l’étude du rôle 

biologique du gain du chr1q (Chatonnet et al., 2020). 

Dans un travail concomitant et indépendant, nous proposons une étude de la 

cartographie de l’hydroxyméthylation dans la partie résultats de ce manuscrit 

(Alberge et al., 2020a). 

5.9. SÉQUENÇAGE DE LA MÉTHYLATION ET DE L’HYDROXYMÉTHYLATION 

DE L’ADN 

Les techniques de détection de la méthylation des CpG les plus courantes font appel 

à un traitement au bisulfite de sodium (par exemple le WGBS pour whole-genome 

bisulfite sequencing, ou encore les puces 450K chez Illumina). Le traitement en question 

modifie les cytosines en uraciles, lues comme des thymines par le séquençage Illumina 

(Figure 20). Les 5mC sont protégées du traitement au bisulfite de sodium, et sont bien 

lues comme des cytosines par séquençage Illumina. En comparant l’ADN traité à un 

échantillon non-traité ou à un génome de référence, on peut mesurer le taux de 

méthylation des CpG dans le génome.  

En réalité, les marques 5mC et 5hmC sont toutes deux protégées du traitement au 

bisulfite de sodium (Huang et al., 2010 et Figure 20, panel A). Dit autrement, les 

données de WGBS ne permettent pas de faire la distinction entre 5mC et 5hmC. En 

général dans la littérature, la distinction est escamotée, probablement par soucis de 

simplicité car le taux de 5hmC est souvent négligeable devant la 5mC, par soucis de 

non-contradiction car les deux marques sont associées à des régions régulatrices 
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antagonistes, et pour des raisons historiques puisque la 5hmC est découverte 

tardivement. 

L’oxidative bisulfite (oxBS), un protocole modifié du WGBS pour oxyder d’abord les 

5hmC en 5fC (sensibles au bisulfite) permet de séquencer les 5mC spécifiquement 

(Figure 20, B et C). La comparaison de l’oxBS et du WGBS permet finalement 

d’identifier spécifiquement les 5hmC (Booth et al., 2012).  

Une autre approche de séquençage des 5hmC au bisulfite, le TAB-seq, consiste à 

glycosyler spécifiquement les 5hmC pour les protéger de l’oxydation de l’ADN, avant 

oxydation et traitement au bisulfite (Yu et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 - Techniques de quantification de la méthylation et de l’hydroxyméthylation au bisulfite. Quantification des 

5mC et 5hmC (A) ou 5mC seules (B) par séquençage avec traitement au bisulfite de sodium, avec ou sans oxydation des 5hmC en 

5fC (formylcytosine). La comparaison entre WGBS et oxBS fournit un profil de la 5hmC (C). WGBS : Whole-genome bisulfite 

sequencing ; oxBS : oxidative bisulfite sequencing.  
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PROBLÉMATISATION ET OBJETS DE LA THÈSE 

L’hétérogénéité moléculaire des plasmocytes tumoraux est caractérisée par une 

diversité importante des anomalies somatiques du génome inter- et intra-patient, aux 

niveaux génétiques, épigénétiques, et transcriptionnels. La diversité inter-patient se 

manifeste notamment par la multiplicité des événements oncogéniques « drivers » 

clonaux. Les mutations et anomalies de nombre de copies sont presque exclusivement 

sous-clonales. Elles reflètent l’hétérogénéité restreinte à l’endroit de la ponction de 

moelle, dont les techniques de séquençage unicellulaire commencent à révéler 

l’ampleur. L’imagerie apporte des informations sur la spatialisation de la tumeur et 

son étendue, qui pourraient ne pas être totalement indépendantes des programmes 

transcriptionnels malins. Enfin, l’étude de la diversité épigénétique reste à ce jour aussi 

confrontée à l’absence d’événement unificateur du myélome. Ces considérations nous 

invitent à nous demander : comment génome, transcriptome, et épigénome sont-ils 

reliés dans l’oncogenèse du myélome ? Les modifications épigénétiques reflètent-elles 

seulement le transcriptome, le génome, et la complexité de la maladie d’un patient à 

l’autre ? Ou bien peut-on en apprendre plus sur la pathologie elle-même ? En quoi les 

nouvelles techniques de séquençage peuvent-elles caractériser plus profondément 

l’hétérogénéité multi-niveaux ? Au-delà de la compréhension de la maladie, les 

interventions thérapeutiques peuvent être affectées par ces processus. Comment 

l’hétérogénéité est-elle perturbée par la pression de sélection des thérapies ciblées ? 

Connaissant cette hétérogénéité, quels nouveaux outils et nouveaux biomarqueurs 

peuvent être « transférés vers la clinique », comment, dans quelle mesure et pour quels 

usages ? Nous déclinerons ces questions à travers trois axes. 

Premièrement, nous savons que les mutations somatiques ne suffisent pas à 

expliquer l’oncogenèse, et que les modifications épigénétiques peuvent jouer un rôle 

important dans ce processus. Pourtant, peu de travaux ont caractérisé l’état de la 

chromatine, des modifications épigénétiques et des marques d’ADN dans le myélome. 

Nous décrivons la localisation sur le génome et la quantité de la marque de l’ADN 

récemment découverte 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), dans les sous-groupes 

moléculaires du myélome issus de l’IFM/DFCI 2009 et en comparaison de 

plasmocytes normaux. Partant des niveaux globaux de 5hmC, nous en déduirons des 

caractéristiques sur la maladie (survie, avancement, sévérité, etc.). Puis, connaissant 

les sous-groupes moléculaires de patients, nous tenterons d’en apprendre plus sur la 

répartition locale de la 5hmC restante. En particulier, nous proposerons de découvrir 
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de nouveaux enhancers sur la base de corrélations entre 5hmC locale et niveau 

d’expression des gènes proximaux. 

Deuxièmement, les études de séquençage de l’ADN ont caractérisé en profondeur 

l’état du génome du myélome au diagnostic mais les anomalies acquises et 

sélectionnées par les traitements restent majoritairement inconnues. Or, dans le cadre 

de thérapies ciblées, les anomalies acquises peuvent dévoiler des biomarqueurs 

précoces de résistance et des nouvelles voies empruntées par la tumeur pour 

proliférer. Nous exploitons l’exemple du venetoclax, une thérapie ciblée anti-BCL2, 

pour caractériser de manière longitudinale l’hétérogénéité moléculaire des anomalies 

sélectionnées chez des patients réfractaires. Grâce aux méthodes de séquençage 

unicellulaire de nombre de copies, de transcriptome et d’accessibilité de la chromatine 

au sein d’un même prélèvement biologique, nous verrons comment la famille du BCL2 

concentre les anomalies génomiques en question et quels essais in vitro viennent les 

corroborer. 

Enfin, les signatures d’expression génique et l’imagerie médicale fournissent tous 

deux des biomarqueurs pronostiques pour la survie dans le myélome multiple. D’une 

part, les biomarqueurs d’imagerie par TEP-FDG reflètent l’avidité de la tumeur pour 

le glucose, laquelle est susceptible de dépendre des groupes fonctionnels et des 

anomalies génomiques. D’autre part, un groupe de patients encore mal caractérisé 

présente un profil normal au diagnostic en imagerie, et il est probable que le 

transcriptome puisse nous éclairer sur cette question pour affiner le caractère 

pronostique de la TEP. Pourtant, les associations statistiques entre biomarqueurs 

d’imagerie, d’expression génique et autres variables clinico-biologiques restent 

inconnues ou inexpliquées. Ici, nous proposons d’utiliser les données de RNA-seq, de 

TEP-FDG, et de survie de la cohorte CASSIOPEIA pour aborder ces questions : quels 

myélomes restent « TEP-négatifs » malgré un diagnostic clinique ? Comment 

interagissent les variables d’imagerie et d’expression génique ? Les classifications à 

haut risque des deux techniques sont-elles indépendantes ? Le cas échéant, comment 

se complètent-elles ? 

À travers ces trois axes : hydroxyméthylation de l’ADN, anomalies du BCL2 

acquises par une thérapie ciblée, et intérêt pronostique de la génomique associé à 

l’imagerie, nous tentons d’éclairer notre compréhension du génome du myélome, de 

son hétérogénéité, de son évolution sous pression de sélection, et des implications 

cliniques potentielles de ces connaissances. 
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ÉVOLUTION ET SÉLECTION CLONALES : MODÈLES ET ENJEUX 

DANS LE MYÉLOME MULTIPLE 

L’introduction de ce manuscrit et la problématisation de l’étude du génome du 

myélome multiple ont fait l’objet d’un résumé sous la forme d’une courte publication 

dans les Correspondances en Onco-Hématologie pour son dossier spécial « Myélome » 

(Alberge et Minvielle, 2020). 
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Le myélome multiple : 
apprendre du passé 
pour construire l’avenir
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Dogme majeur de la biologie du cancer, l’évolution clonale de 

cellules tumorales en compétition pour proliférer est aujourd’hui 

révélée en détail par les techniques modernes de séquençage 

du génome. Dans l’étude du myélome multiple, la recherche 

de mutations et l’hétérogénéité clonale peinent à trouver leurs 

applications cliniques et la connaissance de la complexité de la 

maladie reste difficile à appréhender. Dans cet article, nous clarifions, 

à travers quelques exemples, comment la génomique des sous-

clones tumoraux aide à quantifier le risque de progression dès les 

stades indolents de la maladie, d’une part, et nous chercherons à 

comprendre la sélection de clones résistants au traitement, d’autre 

part. L’étude approfondie du génome du cancer bouleverse nos 

connaissances concernant l’hétérogénéité intrapatient et fournit 

en même temps des modèles concrets d’évolution tumorale et de 

résistance acquise au traitement.

Mots-clés : Génomique – Myélome multiple – Évolution clonale – 
Sélection clonale.

Clonal evolution of competitive tumor cell populations is a 

central dogma of cancer biology, on which high-throughput 

sequencing has shed light in recent years. In multiple myeloma, 

the discovery of mutations and clonal heterogeneity struggle 

to find a way towards clinical application, and the disease 

complexity remains hard to appreciate. Through examples, 

we clarify in this review how the analysis of tumor clones 

disclosed independent risks of progression at the indolent 

stages of the disease and acquired resistance to treatment. 

In short, studying the cancer genome provides insights in 

intrapatient heterogeneity and also unveils tangible examples 

of tumor evolution and treatment resistance.

Keywords: Genomics – Multiple myeloma – Clonal evolu-
tion – Clonal selection.
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E
n 1976, Peter Nowell introduit dans un célèbre 
article, The clonal evolution of tumor cell popu-

lations [1], le dogme fondateur de l’étude de la 
biologie du cancer : les tumeurs ont pour origine une 
cellule unique, qui acquiert et accumule les mutations 
dans un processus de sélection des clones les plus com-
pétitifs, c’est-à-dire les plus agressifs. En 2011, le pre-
mier séquençage complet d’un génome de myélome 
multiple (MM) vient compléter cette théorie et lui 
adjoindre une méthode systématique d’étude des 
anomalies génomiques sous-clonales, c’est-à-dire 
présentes seulement dans une fraction réduite de la 
tumeur [2]. À ce propos, la sémantique du clone géné-
tique est commune à tous les cancers et sans lien avec 
la notion d’immunoglobuline monoclonale utilisée en 
hématologie. L’hétérogénéité intrapatient était certes 
constatée dans le MM, la perte partielle du bras court du 
chromosome 17 (del(17p)) en est un exemple à valeur 
pronostique. Désormais, le séquençage à haut débit 

révèle la complexité génomique des cellules tumorales 
de façon globale et sans a priori, mais les applications 
cliniques peinent encore à émerger. La génomique 
du MM ouvre en fait 2 domaines d’étude, dont nous 
interrogeons ici les enjeux. D’une part, quelles sont les 
interactions entre anomalies génomiques et progres-
sion du MM à partir des stades asymptomatiques de la 
pathologie ? D’autre part, quelles sont les conséquences 
de l’hétérogénéité du MM sur la sélection induite par 
le traitement ?

Évolution clonale du myélome multiple

Altérations primaires
Les altérations chromosomiques du MM sont indis-
sociables de la différenciation lymphocytaire B à 
l’origine des plasmocytes à longue durée de vie. Le 
réarrangement VDJ des gènes des immunoglobulines, 
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l’hyper mutation somatique et la commutation de classe 

sont autant d’événements physiologiques d’édition 

du génome susceptibles de résulter en un réarrange-

ment anormal [3]. Environ 50 % des MM présentent une 

translocation du gène de leur chaîne lourde (IGH) avec 

un oncogène, considérée comme événement primaire. 

Cette translocation est ainsi à l’origine du MM, et donc 

clonale, présente dans toutes les cellules. De manière 

quasiment exclusive, l’autre moitié des patients présente 

une hyperdiploïdie de chromosomes impairs [4]. Cette 

première classification unifiée (figure, partie gauche) 

pose les bases d’une étude des sous-clones en compé-

tition pour la prolifération au sein d’un même patient.

Altérations secondaires et progression du MM

On a vu que l’hyperdiploïdie et les translocations d’IGH 

sont présentes dans la grande majorité des cellules 

tumorales, y compris au stade indolent (smoldering mul-

tiple myeloma, SMM) de la maladie. D’autres anomalies, 

telles que la del(17p) ou le gain du bras long du chro-

mosome 1 (gain 1q), sont en revanche sous-clonales. 

Elles ne sont pas présentes dans toutes les cellules du 

MM et ne résultent donc probablement pas du même 

événement génétique que l’altération primaire [5].

De même, le réarrangement de l’oncogène MYC (translo-

cation ou nombre de copies) est un événement secon-

daire qui touche moins de 5 % des patients au stade 

indolent, mais plus de 20 % au diagnostic. Il est désor-

mais établi que la détection d’une telle altération est 

un facteur fort et indépendant de risque de progression 

vers un stade symptomatique de la maladie [5, 6]. Au 

diagnostic, les translocations de MYC sont décelées avec 

une fréquence de variant allélique moyenne de 26 %, 

ce qui pose la question de la capacité technique de 

détection précoce autant que de la répartition locale 

au sein des lésions.

De manière similaire, l’étude des mutations ponctuelles 

révèle un tropisme récurrent pour les voies de signa-

lisation MAPK/ERK, NF-ĸB, la réparation de l’ADN, les 

modifications de la chromatine et la régulation du 

cycle cellulaire (tableau) [7], (figure, partie centrale). 

Par des approches en fréquence et fonctionnelles, on 

peut déduire de la récurrence de ces mutations leur 

caractère majeur pour la progression clinique, pour la 

prolifération (on parle de “driver mutation”) et leur rôle 

biologique oncogénique ou suppresseur de tumeur. Ici 

non plus, il n’existe pas de mutation commune à tous 

les patients, et les mutations décelées au diagnostic 

restent majoritairement sous-clonales. Plus de 75 % des 

patients présentent une répartition complexe des muta-

tions dans les lésions focales (on parle d’“hétéro généité 

spatiale”). La dispersion des mutations observées par 

L. Rasche et al. [8] soutient le modèle d’une dissémi-

nation large du clone primaire, puis d’une évolution 

génétique des clones secondaires, restreinte localement 

et différenciée entre les lésions focales.

Figure. Modèle d’évolution et de sélection clonales du myélome multiple.

Clone ancestral

Initiation

Clone résistant

t : translocation ; del : perte de copie ; gain : gain d’une ou plusieurs copies.

Altérations primaires

Instabilité génomique
Compétition de clones

Traitement
Sélection de clones

Altérations secondaires

t(4;14) Hyperdiploïdie del(13q)
t(6;14)
t(11;14)
t(14;16)
t(14;20)

del(17p) TP53 DIS3
gain1q KRAS FAM46C
t(MYC) NRAS BRAF
Gain MYC

delCRBN
…

Altérations sélectionnées

Tableau. Reproduction, d’après les données de B.A. Walker et al. [7], de 1 273 génomes séquencés ; 
19 gènes présentent des mutations non synonymes chez plus de 3 % des patients. La clonalité est 
exprimée en moyenne de la fraction de cellules cancéreuses porteuses de la mutation.

Gène
Perte  

(%, n = 1 074)
Mutation  

(%, n = 1 273)
Clonalité 

moyenne (%)
Fonction

KRAS – 22 58 MEK/ERK

NRAS – 17 66 MEK/ERK

DIS3 40 10 63 Exonucléase

FAM46C 15 9 55 Nucléotidyltransférase

BRAF – 8 66 MEK/ERK

TP53 9 6 68 Suppresseur de tumeur

HUWE1 – 5 59 Ubiquitine ligase

TRAF3 15 5 61 NF-кB

ATM 2 4 54 Sérine/thréonine kinase

EGR1 – 4 89 Régulateur transcriptionnel

HIST1H1E – 4 82 Épigénétique

DUSP2 – 4 89 MEK/ERK

FGFR3 7 4 46 MEK/ERK

PRKD2 – 4 68 Sérine/thréonine kinase

UBR5 – 4 37 Ubiquitine ligase

CYLD 20 3 43 NF-кB

MAX – 3 67 Facteur de transcription

IRF4 – 3 59 Développement B

ZNF292 – 3 49 Facteur de transcription

Figure 21 - Modèle d’évolution et de 

sélection clonales du myélome multiple 
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Sensibilité et résistance au traitement

Implications cliniques des mutations

Nous l’avons vu précédemment, le MM progresse avec 

des mutations et des réarrangements génomiques qui 

confèrent un avantage sélectif à un ou plusieurs sous-

clones disséminés dans les lésions focales. La ponc-

tion de moelle osseuse hors des foyers de prolifération 

apporte donc une image partielle de la complexité 

clonale de la maladie. Si le séquençage à haut débit 

montre que les mutations du MM sont pour la plupart 

sous-clonales, rien n’empêche de penser que même 

des mutations clonales peuvent être des faux positifs, 

et que, en dehors de la crête iliaque, d’autres foyers 

n’en sont pas porteurs. La mutation actionnable en 

thérapie ciblée BRAF V600E en est peut-être le meilleur 

exemple récent [8, 9]. En ce sens, on préférera considé-

rer de manière générale que l’analyse des mutations 

ponctuelles ainsi que des réarrangements structuraux 

reflète surtout l’instabilité de l’ADN, l’hétérogénéité 

des clones, leur succès d’adaptation et, en somme, la 

progression de la maladie.

Résistance acquise aux immunomodulateurs

Qu’en est-il de la sélection des clones avec le traite-

ment ? Les immunomodulateurs (IMiD) tels que le 

lénalidomide ou le pomalidomide sont largement uti-

lisés dans le traitement du MM et ciblent une protéine 

appelée céréblon (CRBN). Chez un tiers des patients 

réfractaires, la résistance acquise aux IMiD altère le gène 

CRBN (figure, partie droite) via de nombreuses voies : 

mutation ponctuelle, perte de copies, perte d’hétérozy-

gotie, translocations et inversions. Au moins 1 voie non 

génétique est également empruntée : l’épissage alter-

natif de l’exon 10 du CRBN, qui code pour le domaine 

de liaison des 2 IMiD. Lorsque l’exon 10 du CRBN est 

épissé, la protéine traduite ne possède pas le domaine 

récepteur des IMiD, alors que la séquence génétique est 

bien présente dans l’ADN [10]. La diversité des altéra-

tions génomiques montre que l’instabilité du génome 

est une des clés dans la progression vers la résistance. 

L’épissage alternatif montre que les altérations non 

génétiques des cibles thérapeutiques peuvent aussi 

expliquer la résistance acquise. Une conséquence 

directe est que chez les patients réfractaires au léna-

lidomide, l’un et l’autre des mécanismes (altération 

génétique et épissage alternatif ) sont des facteurs 

prédictifs d’un taux de réponse faible et d’une progres-

sion rapide sous pomalidomide [10]. Ici, la croissance 

d’un clone résistant au lénalidomide via une altération 

du CRBN est logiquement défavorable au pomalido-

mide. Le suivi et la détection précoce des anomalies 

sélectionnées pourraient ainsi permettre d’ajuster les 

traitements (et donc leur efficacité) et d’améliorer la 

survie des patients.

Conséquences thérapeutiques sur la sensibilité 

aux médicaments

Puisque les traitements interagissent avec les sous-

clones, il semble utile de connaître la composition 

spécifique des clones de la maladie et leur évolution. 

Les mutations clonales des patients résistants sont 

encore mal connues, et la surveillance des sous-clones 

en compétition dans le MM peut paraître excessive dans 

la gestion et la prévention de la résistance au traite-

ment. Pourtant, adapter le traitement en fonction des 

résistances acquises lors de processus darwiniens est 

courant dans d’autres domaines, comme le traitement 

du sida et des infections microbiennes [11]. Dans le 

MM en particulier, traquer les altérations génétiques 

par des techniques peu invasives, comme l’analyse des 

cellules tumorales circulantes (CTC) ou de l’ADN libre 

circulant (cfDNA), peut être prometteur, à condition que 

la sensibilité des méthodes choisies soit suffisante [12].

Hétérogénéité au-delà du génome

L’exemple de la résistance aux IMiD par une altération 

non génétique du CRBN nous interpelle sur la nature 

et l’utilité de la définition des clones : n’est-ce pas res-

treindre sa vision de l’hétérogénéité tumorale que de 

s’en tenir aux mutations du génome ? Si la résistance 

acquise au traitement n’est pas nécessairement géné-

tique, alors il faut questionner plus en profondeur la 

nature de la clonalité du MM, de l’évolution et de la 

sélection des sous-clones. Les techniques de séquen-

çage en cellule unique (single-cell sequencing) ciblant 

l’ARN, la méthylation de l’ADN ou les modifications 

d’histones peuvent nous éclairer sur les mécanismes 

biologiques de l’hétérogénéité (programmes transcrip-

tionnels, entropie) et leur interaction avec le génome 

tumoral [13]. Jusqu’où la cellule tumorale peut-elle 

perdre son identité de plasmocyte à longue durée de 

vie tout en s’adaptant à son environnement ? Quelles 

sont les régions génomiques ou spatiales au sein du 

noyau de la cellule qui ne sont pas réparées, ou qui 

sont soumises à un contrôle d’intégrité moins fort de 

la part des systèmes de réparation de l’ADN ou du 

maintien des marques épigénétiques ? Peut-on relier 

l’hétérogénéité tumorale à la diversité phénotypique 

et à l’interaction avec l’environnement ? Au-delà du 

génome, de nombreux mécanismes biologiques, y 

compris épigénétiques, favorisent la diversité intra-
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patient et viennent compléter notre définition du clone 

tumoral. Ce changement modifie, certes, nos modèles 

de genèse et de progression du MM, mais peut fournir 

autant de pistes de recherche fécondes pour une meil-

leure compréhension de la maladie.

Conclusion

L’analyse du séquençage du génome est devenue 

essentielle à l’étude des cancers et soutient la théo-

rie de l’évolution darwinienne de clones tumoraux en 

compétition pour proliférer. Le MM en particulier est 

caractérisé par une forte hétérogénéité des anomalies 

génétiques acquises et sélectionnées. Malgré cela, l’ana-

lyse des stades indolents révèle des biomarqueurs sus-

ceptibles de prédire le risque de progression clinique 

(par exemple, les altérations de MYC ou de réparation de 

l’ADN). Au diagnostic, les mutations détectées reflètent 

surtout la progression du cancer et l’hétérogénéité 

clonale, car la dissémination des clones secondaires 

est une source importante de diversité des mutations 

actionnables par des thérapies ciblées. Enfin, la résis-

tance acquise aux nouveaux traitements pourra être sui-

vie et détectée de manière précoce par le séquençage 

précis d’anomalies sélectionnées connues ou restant à 

découvrir. Déjà, la recherche dans ce domaine révèle 

des mécanismes de résistance acquise qui nous invitent 

à étendre la notion de clone tumoral aux modifications 

épigénétiques, un domaine d’étude qui fait l’objet de 

nombreux travaux actuellement. En somme, l’étude 

approfondie de la génomique et de l’épigénomique des 

sous-clones de MM permet de mieux comprendre l’évo-

lution et la sélection des cellules, tout en fournissant 

des modèles et des exemples concrets de progression 

clinique et de résistance au traitement. ■
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Partie 2. RÉSULTATS 

La partie Résultats de ce manuscrit est organisée en trois chapitres qui reprennent 

les axes déclinés par la problématisation : (1) la cartographie et la quantification de 

l’hydroxyméthylation dans le myélome multiple, (2) l’étude de la résistance acquise 

au venetoclax et des anomalies génomiques sélectionnées de la famille du BCL2 en 

chapitre 2, page 107, et (3) l’étude d’association entre profils transcriptomiques et 

biomarqueurs d’imagerie par TEP-FDG en chapitre 3, page 139. 

1. CARTOGRAPHIE ET QUANTIFICATION DE 

L’HYDROXYMÉTHYLATION DANS LE MYÉLOME MULTIPLE 

1.1. CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 

Ce travail publié dans Clinical Epigenetics est initié en 2017 avec un financement de 

l’IFM et de la Ligue Contre le Cancer pour étudier l’hydroxyméthylome des cellules 

tumorales d’individus de l’IFM/DFCI 2009 (Attal et al., 2017) et sur des plasmocytes 

normaux issus de patients sans myélome. Le protocole finalement retenu pour la 

cartographie de la 5hmC est le séquençage par SCL-seq/hmC-Seal/5hmC-seq (Song 

et al., 2011a). 

La méthode de capture de la 5hmC par SCL-seq consiste à enrichir des fragments 

d’ADN par (1) glycosylation des 5hmC, (2) biotinylation des 5hmC glycosylées et (3) 

enrichissement avec des billes de streptavidine (Song et al., 2011a). Finalement, 

l’amplification et le séquençage des fragments enrichis génèrent des données par 

chimie CLICK qui sont analysées sur le modèle du séquençage avec 

immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-seq). Les données ont été générées par 

Aurélien Sérandour et Soline Denié, et analysées par Aurélien Sérandour et moi-

même. Nous avons cartographié la 5hmC dans les plasmocytes purifiés de la moelle 

osseuse de 40 patients au diagnostic, dont 4 échantillons appariés à la rechute, et pour 

5 moelles normales issues de prélèvements de chirurgie de hanche. Chaque librairie 

est également appariée avec un « Input » d’ADN non-glycosylé sur le modèle des 

Input IgG en ChIP-seq. 

La distribution de la 5hmC caractérise le tissu cellulaire d’origine (Cui et al., 2020), 

et sa cartographie à partir de cfDNA est un biomarqueur précoce prometteur pour le 

diagnostic de nombreux cancers (Song et al., 2017). 
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Figure 22 - Protocole SCL-seq pour l'enrichissement de la 5hmC génomique. Figure issue de Song et al., 2011. a) la beta-GT 

glucosyle spécifiquement les 5hmC avec l’UDP-Glu comme co-facteur. b) Le glucose de l’UDP-Glu est modifié pour contenir un 

groupe N3, lequel est ensuite biotinylé. L'UDP-6-N3-Glu biotinylée est ensuite enrichie avec des billes recouvertes de 

streptavidine à la forte affinité pour la biotine. 

 

Dans notre étude, nous avons étudié de l’ADN de plasmocytes purifiés de la moelle 

osseuse, en gardant à l’esprit qu’une adaptation sur cfDNA serait envisagée pour la 

suite de ce travail. Sur cette base, ces travaux novateurs ont deux ambitions : l’une 

fondamentale sur la caractérisation de l’hydroxyméthylome d’une tumeur 

hématologique, le MM, l’autre appliquée en tirant parti des données clinico-

biologiques de la cohorte IFM/DFCI 2009 pour découvrir des facteurs cliniques 

pronostiques et enrichir le diagnostic et le suivi des patients MM. 

Dans le cadre de ce travail, nous avons eu l’occasion de collaborer avec le groupe 

du Pr Carell au Max Planck Institute à Munich pour quantifier de manière globale la 

5mC et la 5hmC par spectrométrie de masse (Traube et al., 2019). La quantification du 

niveau global des bases modifiées dans les mêmes échantillons de l’IFM et de tissus 

sains pour lesquels nous cartographions la 5hmC a été faite par Mirko Wagner à 

Münich.  
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1.2. MÉTHODES BIOINFORMATIQUES 

Pour chaque librairie, nous avons ciblé un séquençage single-end à 20M de reads 

par réplicat en suivant les recommandations du consortium ENCODE pour le ChIP-

seq d’histone à « narrow peaks ». 

DÉTECTION DE PICS DE 5HMC 

Nous avons utilisé Cutadapt v1.18 (Martin, 2011) pour exciser les reliquats 

d’adaptateurs dans les données de séquençage avant d’aligner les fragments sur le 

génome de référence GRCh38 avec Bowtie2 v2.2.8 (Langmead and Salzberg, 2012) et 

les paramètres par défaut. Les reads dupliqués ou avec une faible qualité d’alignement 

(Q<30) sont retirés. 

En ChIP-seq, on utilise communément le « peak calling » pour définir des régions 

du génome statistiquement enrichies en fragments d’intérêt par rapport à un bruit de 

fond (background) et au séquençage de l’input. L’objectif est de définir des régions 

porteuses d’une marque d’histone, d’un facteur de transcription ou d’une marque sur 

l’ADN d’après l’hypothèse que la manipulation technique a sélectionné 

préférentiellement les fragments d’ADN d’intérêt. MACS est probablement 

l’algorithme de peak calling le plus utilisé par la communauté bio-informatique avec 

plus de 8000 citations (Zhang et al., 2008; Feng et al., 2012). MACS modélise d’abord 

la taille du fragment d pour déplacer les reads en 3’ d’une distance d/2 vers les sites 

potentiels de fixation de la cible. Ensuite, MACS détecte les pics potentiels par un test 

de Poisson du nombre de reads dans une fenêtre de longueur 2d par rapport au 

nombre attendu de reads dans la même fenêtre sur le génome entier. Pour chaque pic 

potentiel, l’enrichissement observé dans le ChIP est enfin corrigé par rapport à l’input 

en rapportant le ratio ChIP/max(background, control_1K, control_5K, control_10K) 

avec l’enrichissement contrôle respectivement sur le génome entier, dans l’input à 1 

kilo-paire de bases (kbp), 5kbp, et 10kbp.  

Cette procédure de peak calling fait consensus mais s’affranchit de deux aspects qui 

nous intéressent particulièrement en 5hmC dans le MM : Le premier est la 

normalisation pour le taux de GC, très variable localement et pas forcément capturé 

avec le même biais pour tous les fragments d’ADN. Le second aspect est que MACS 

ne fournit ni n’utilise de modélisation explicite du nombre de copies génomiques pour 

normaliser le signal alors que l’Input-seq peut estimer cette donnée. Ces deux 

considérations nous ont poussé à utiliser un deuxième algorithme en plus de MACS, 
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HMCan (Ashoor et al., 2013). HMCan adopte une philosophie proche de MACS en 

initialisant un réseau de markov caché par le résultat du même test de Poisson 

comparant nombre de read ChIP sur nombre de read attendu en background. Surtout, 

HMCan inclut la normalisation du signal pour le taux de GC et pour l’estimation du 

nombre de copies génomiques par Control-FREEC (Boeva et al., 2012). 

Notons que malgré les nombreuses corrections de biais techniques, un ensemble de 

régions du génome est anormalement enrichi dans la plupart des protocoles NGS et 

affecte les analyses en aval. ENCODE fournit une liste de régions génomiques à 

exclure en amont du peak calling (Amemiya et al., 2019), que nous complétons de 

régions amplifiées spécifiquement dans nos input-seq de myélome ainsi que des 

chromosomes X et Y. 

DÉFINITION DES « 5HMC DOMAINS » 

De nombreux auteurs regroupent les pics de H3K27ac en domaines larges sur la 

base du modèle des super-enhancers (Lovén et al., 2013; Whyte et al., 2013). Les super-

enhancers sont caractérisés en bioinformatique par réunion des pics de régions 

enhancers séparés d’une distance de moins de 12 500 bp avec l’algorithme ROSE, et le 

groupe de Boeva propose une méthode LILY sur le même modèle (Boeva et al., 2017). 

Nous proposons d’étendre la caractérisation de « super-enhancers » aux domaines 

enrichis en 5hmC et donc de définir des « 5hmC domains ». En fait, lorsqu’on cherche 

à regrouper les pics de 5hmC en domaines enrichis larges, on retrouve le coude 

caractéristique des super-enhancers qui définit une distance critique à environ 12,5 

kbp qui distingue entre des domaines denses et peu denses en pics. Nous détaillons ce 

concept dans notre article, et finalement, sur la base d’une liste de domaines de 5hmC 

communs à au moins deux patients dans notre cohorte, tous plus larges que 12,5 kbp, 

nous obtenons une matrice de score de niveau de 5hmC normalisée #$,& où ' est un 

échantillon et ( est un domaine de 5hmC. 

ASSOCIATION D’UN DOMAINE 5HMC À UN GÈNE CIBLE 

Une façon de rendre plus intelligible la localisation d’un domaine de 5hmC est de 

l’associer au nom d’un gène proximal.  

Plusieurs possibilités s’offrent à nous : on peut annoter un domaine avec le nom du 

gène le plus proche. L’avantage majeur est que tous les domaines seront annotés. En 

échange, Il n’y a aucune certitude que le gène supposé cible soit exprimé.  
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De plus, l’annotation masque la fonction enhancer de régions codantes comme 

PVT1 vis-à-vis de MYC ou DUSP22 pour IRF4.  

Une deuxième possibilité est d’utiliser le gène dont l’expression est la plus corrélée 

au signal de 5hmC dans la cohorte. Mais alors, où s’arrêter dans la recherche des gènes 

proximaux ? Nous proposons, en accord avec Boeva et collègues (Boeva et al., 2017), 

de chercher ce gène au sein des TAD (topologically associating domain) de la lignée B 

GM12878 identifiés par capture de la conformation de la chromatine par HiC. Dans le 

cas où le domaine 5hmC n’est pas associé à un TAD, nous associons le domaine avec 

le gène à l’expression la plus corrélée dans un périmètre d’1Mb, qui correspond à 

l’ordre de grandeur d’un TAD. 

Pour des soucis d’intelligibilité, tous les domaines 5hmC portent le nom d’un gène 

même si le coefficient de corrélation est trop faible pour considérer qu’il y a 

effectivement une corrélation entre la 5hmC et l’expression. Réciproquement, on 

pourrait nommer un domaine 5hmC avec plusieurs gènes lorsque plusieurs 

corrélations linéaires passent un certain seuil. Nous avons fait le choix de conserver le 

gène le plus corrélé pour cet article. 

SPÉCIFICITÉ D’UN DOMAINE 5HMC POUR UN GROUPE DE PATIENTS 

Pour quantifier les différences entre deux groupes d’individus, on peut calculer la 

différence de niveau d’une variable entre ces deux groupes. La comparaison de classe 

en génomique utilise communément (1) un indicateur de différence moyenne associé 

à (2) une significativité de la différence corrigée pour (3) la réalisation de tests 

multiples.  

Nous avons utilisé la mesure classique en génomique du Log2FoldChange moyen 

pour quantifier la différence de 5hmC entre deux groupes (exemple : groupe A versus 

non-groupe A), associée à un test non-paramétrique de Wilcoxon corrigé par la 

procédure de Benjamini-Hochberg. 

Dans les tests pour lesquels des réplicats étaient disponibles, nous avons utilisé la 

méthode de DiffBind (Ross-Innes et al., 2012) avec DESeq2 (Love et al., 2014). 
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1.3. ARTICLE ET RÉSUMÉ DE L’ARTICLE : DNA HYDROXYMETHYLATION IS 

ASSOCIATED WITH DISEASE SEVERITY AND PERSISTS AT ENHANCERS 

OF ONCOGENIC REGIONS IN MULTIPLE MYELOMA 

RÉSUMÉ DE L’ARTICLE EN FRANÇAIS 

Dans cette étude, nous avons mesuré le niveau global et investigué la localisation 

de la marque chimique 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) sur l’ADN génomique de 

plasmocytes purifiés issus de ponctions de moelle osseuse. Les échantillons 

représentent 40 patients nouvellement diagnostiqués avec un myélome multiple 

(NDMM) et issus de la cohorte clinique IFM/DFCI 2009, dont 4 paires sont 

investiguées au diagnostic et à la rechute, ainsi que 5 plasmocytes purifiés de moelles 

contrôles. 

Nous avons trouvé que les niveaux de 5hmC sont largement inférieurs dans les 

NDMM par rapport aux plasmocytes contrôles (P<0.0001). Des niveaux élevés de 

5hmC sont associés à un grade moins élevé de la maladie mesuré par International 

Staging System (ISS, P<0.05), et tendent à être associés à une survie globale plus longue 

(P<0.1). 

Les données de séquençage et de cartographie de la 5hmC restante sur l’ADN ont 

montré que la 5hmC est organisée en large domaines qui chevauchent les marques de 

la chromatine active et ouverte. Nous avons trouvé que la 5hmC persiste à des niveaux 

élevés aux oncogènes majeurs du myélome dont CCND1, CCND2 et MMSET. Ces 

domaines caractérisent également la 5hmC des sous-groupes de myélome. Des 

nouveaux domaines de 5hmC ont été découverts dans des régions non-codantes 

proximales de CCND2 et MYC où la 5hmC est associée à la transcription et aux 

marques d’enhancers actifs. 

En somme, le niveau global de 5hmC est associé avec des aspects cliniques de la 

maladie. La localisation génomique de la 5hmC fournit des informations majeures sur 

la chromatine active et la transcription, ce qui en fait une marque puissante pour 

étudier la biologie de la pathologie, découvrir des drivers oncogéniques et des régions 

enhancers sur de larges cohortes à partir d’ADN génomique brut. 
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DNA hydroxymethylation is associated 
with disease severity and persists at enhancers 
of oncogenic regions in multiple myeloma
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Abstract 

Background: Multiple myeloma (MM) is a heterogeneous plasma cell malignancy that remains challenging to cure. 

Global hypomethylation correlates with an aggressive phenotype of the disease, while hypermethylation is observed 

at particular regions of myeloma such as B cell-specific enhancers. The recently discovered active epigenetic mark 

5-hydroxymethylCytosine (5hmC) may also play a role in tumor biology; however, little is known about its level and 

distribution in myeloma. In this study, we investigated the global level and the genomic localization of 5hmC in 

myeloma cells from 40 newly diagnosed patients, including paired relapses, and of control individuals.

Results: Compared to normal plasma cells, we found global 5hmC levels to be lower in myeloma (P < 0.001). Higher 

levels of 5hmC were found in lower grades of the International Staging System prognostic index (P < 0.05) and tend 

to associate with a longer overall survival (P < 0.1). From the hydroxymethylome data, we observed that the remaining 

5hmC is organized in large domains overlapping with active chromatin marks and chromatin opening. We discovered 

that 5hmC strongly persists at key oncogenic genes such as CCND1, CCND2 and MMSET and characterized domains 

that are specifically hydroxymethylated in myeloma subgroups. Novel 5hmC-enriched domains were found at puta-

tive enhancers of CCND2 and MYC in newly diagnosed patients.

Conclusions: 5hmC level is associated with clinical aspects of MM. Mapping 5hmC at a genome-wide level provides 

insights into the disease biology directly from genomic DNA, which makes it a potent mark to study epigenetics on 

large patient cohorts.
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Introduction

Multiple myeloma (MM) is a plasma cell (PC) neoplasm 

with an incidence rate of 5/100,000 in Europe and it 

accounts for approximately 1% of all cancers. Median 

survival of patients has greatly improved in the last dec-

ade [1] with the use of novel strategies such as autologous 

stem cell transplantation and new sets of drugs: immu-

nomodulators, proteasome inhibitors, histone dea-

cetylase (HDAC) inhibitors and monoclonal antibodies 

[2]. Yet, the treatment remains challenging as nearly all 

patients ultimately relapse with the emergence of a resist-

ant subpopulation of malignant plasma cells. Malignant 

clones show a heterogeneous range of mutations and 

chromosomal abnormalities along with heterogeneous 

chromatin and epigenetic dysregulations at diagnosis and 

relapse that affects biological pathways such as MAPK, 

NF-κB, or DNA-repair [3].
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Genomic and transcriptomic studies have allowed a 

better understanding of the disease and identified key 

transcription factors (TFs) involved, such as IRF4, MYC, 

PRDM1 and XBP1 [3]. Recent epigenomics technologies 

can help to deepen our knowledge of the transcriptional 

programs shaping MM. However, epigenomics analysis 

through histone marks profiling with chromatin immu-

noprecipitation (ChIP-seq) or open chromatin map-

ping with assay for transposase-accessible chromatin 

(ATAC-seq) can be hard to set up on a cohort with lim-

ited material over a long-time frame and thus gives a lim-

ited insight into the disease’s establishment and relapse. 

Studying DNA epigenetics marks is more adapted to this 

challenge.

Oxidative states of 5-methylated Cytosine (5mC) such 

as 5hmC, 5fC and 5caC were identified in genomic DNA 

a decade ago [4–6]. While DNMT1/3A/3B catalyzes 

DNA methylation at CpG, the TET proteins TET1/2/3 

are responsible for the 5mC oxidation. Interestingly, 

TET1 and TET2 have been shown to have tumor sup-

pressor roles in B cell lymphomas [7, 8]. 5fC and 5caC 

are almost undetectable in genomic DNA unless the 

glycosylase TDG gene is knocked-out [9, 10], whereas 

5hmC can be found in all cell types at various levels [11]. 

5hmC is believed to be a DNA demethylation interme-

diate in a process involving TET proteins, TDG and the 

Base Excision Repair system [12]. However, 5hmC has 

also shown to be in most cases a stable DNA modifica-

tion and its abundance increases with DNA age [13, 14]. 

5hmC is commonly accepted as a DNA mark associated 

with active chromatin [15–17] and is a powerful way to 

identify active genomic domains associated with a dis-

ease directly from genomic DNA or more recently from 

circulating DNA [18, 19].

In solid tumors, 5hmC is depleted compared to nor-

mal tissue [20] and some studies show that a lower 5hmC 

level is associated with poorer outcome [21–23]. When 

5hmC is depleted, the mark is lost at genic regions, par-

ticularly around transcription start sites (TSS) and in 

gene bodies [24]. However, the putative tumor suppres-

sor role of 5hmC is poorly characterized [20, 25].

Agirre et  al. [26] described DNA methylation in an 

important number of MM samples. "ey identified very 

heterogeneous levels of methylation from one patient 

to another. "ey found that despite a global hypometh-

ylation [27–29], local and extensive hypermethylation 

is present in MM at intronic enhancer regions that are 

associated with B cell-specific enhancers and stem cell 

development.

Chatonnet et al. [30] recently identified several hydrox-

ymethylated CpGs in a limited panel of MM samples, yet 

the genome-wide mapping of 5hmC (hydroxymethyl-

ome) has never been studied in a well-established cohort.

In this study, we quantified the 5mC and 5hmC by 

MS and mapped the 5hmC genome-wide on plasma 

cell DNA from 40 patients newly diagnosed with MM 

between 2010 and 2012 [31] and representative of the 

main molecular sub-types, including 4 paired relapse 

samples, and of the plasma cells of 5 control individuals.

Results

5hmC negatively correlates with disease severity in newly 

diagnosed multiple myeloma

We studied a cohort of 40 patients newly diagnosed with 

multiple myeloma (NDMM) between 2010 and 2012 and 

5 healthy bone marrow donors. NDMM were included in 

the “Intergroupe Francophone du Myélome/Dana Far-

ber Cancer Institute 2009” cohort (IFM/DFCI) and have 

expression profile available [32]. Patients’ characteristics 

are described in Additional file 1: Table S1.

We quantified by MS the global level of 5mC and 5hmC 

in 49 samples (40 diagnosis in 5mC, 39 in 5hmC with one 

failure, 4 relapses and 5 normal plasma cell samples). 

We found that both 5mC and 5hmC were significantly 

reduced in MM compared to normal plasma cells (NPC) 

(Fig.  1a and Additional file  2: Figure S2A). On aver-

age, 5mC is reduced (P < 0.001) by 34%, while 5hmC is 

reduced (P < 0.001) by 69% in MM with respect to NPC.

We found that 5hmC, but not 5mC, is reduced in MM 

stages II and III compared to Stage I (resp. by 25% and 

31%, P < 0.05) regarding the International Staging Sys-

tem [34], a classification of patients based on beta2-

microglobulin and albumin levels with a strong prognosis 

value (Fig.  1b right and Additional file  2: Figure S2B). 

5mC and 5hmC global levels were not correlated to the 

sex or the age of the patients (Additional file  2: Figure 

S2C–F).

Survival analysis was performed on the global level of 

5mC and 5hmC measured by MS. Higher 5hmC global 

level tends to be associated with good outcome (haz-

ard ratio (HR) = 2.6, CI = [0.9, 7.8], P = 0.066) (Fig.  1c), 

whereas 5mC global level does not show significant asso-

ciation with survival (P = 0.26, Additional file  2: Figure 

S3).

5hmC persists at active and accessible chromatin 

of myeloma cells

"ese results encouraged us to characterize the hydrox-

ymethylome by 5hmC-seq [35] in the 40 NDMM and 5 

NPC to identify the genomic regions remaining marked 

by 5hmC.

"e 5hmC signal predominantly marks strong enhanc-

ers, promoters, and to a lesser extend transcribed regions 

of NDMM (Fig. 1d, each left-side boxplot) when we used 

a ChromHMM functional annotation based on modi-

fied histone ChIP-seq data from the NCI-H929 cell line. 
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e

a b

c
d

f

Fig. 1 DNA hydroxymethylation is depleted in NDMM and remains locally at active chromatin. a Dot plot of 5hmC global quantification by MS 

in normal plasma cells from healthy donors (n = 5), and of myeloma cells of patients at diagnosis (n = 39) and b at disease stage (ISS I n = 9; ISS II 

n = 17; ISS III n = 12; NA n = 1). c 5hmC level-based survival analysis with separation of two groups of NDMM (n = 20 and 19, 1 measurement failure) 

d Distribution of the 5hmC signal at the different ChromHMM chromatin states in multiple myeloma (n = 40, each left-side boxplot) versus normal 

plasma cells (n = 5, right sides). e Correlation matrix between 5hmC signal (this study) and the histone marks H3K36me3, H3K27ac, H3K4me3, 

H3K9me3 and H3K27me3 (ChIP-seq data from the Blueprint Consortium) in MM patients. f Average signal and signal matrix at 5hmC peaks of 

5hmC (this study), histone marks (Blueprint) and ATAC-seq [33] in MM patients. ISS, International Staging System, NDMM, Newly Diagnosed Multiple 

Myeloma

Figure 23 - Déplétion de l'hydroxyméthylation dans le myélome 
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Insulator, Polycomb repressed, heterochromatin and 

repetitive regions are depleted in 5hmC in NDMM com-

pared with the strong enhancers and promoters. In NPC 

however, 5hmC is relatively widespread (Fig.  1d, each 

right-side boxplot). When comparing NDMM and NPC, 

we show that 5hmC is globally depleted in the genome 

but persists in active promoters and enhancers (Fig. 1d).

Furthermore, we found 5hmC to be positively corre-

lated with active chromatin (H3K27ac and H3K36me3, 

in a less extend with H3K4me3) but negatively correlated 

with inactive chromatin (H3K9me3 and H3K27me3) in 

independent MM patients (Fig.  1e). At local enriched 

regions, we found the 5hmC peaks to be associated with 

H3K27ac, H3K4me3 and broad H3K36me3 signals but 

not with H3K9me3 and H3K27me3 (Fig. 1f). "e 5hmC 

signal is located in H3K27ac and H3K4me3 valleys proxi-

mal to histone mark peaks.

"e 5hmC peaks are also associated with open chro-

matin as it is enriched in ATAC-seq signal (Fig.  1f). 

Finally, we observed that the level of 5hmC signal is 

enriched within gene bodies of highly transcribed genes, 

as expected from previous studies [16, 35, 36] (Additional 

file 2: Figure S4A).

All together, these results show that despite its global 

loss in NDMM compared to NPC, 5hmC is present at 

transcriptionally active chromatin. "is makes 5hmC 

a useful tool to study active chromatin in DNA from 

patients’ samples.

The 5hmC landscape in MM is organized in large 

5hmC-enriched domains

Similar to H3K27ac super-enhancers [37], we found that 

5hmC is also organized in large peak clusters that we 

called 5hmC-enriched domains (Fig.  2a, b; Additional 

file 2: Figure S4B, Additional file 1: Table S2).

When we ranked 5hmC-enriched domains of a t(4;14) 

patient from IFM/DFCI and H3K27ac super-enhancers 

of a t(4;14) patient [33], we found an important over-

lap between genomic domains (Fig.  2a). In particular, 

FNDC3B, CREB3L2 and NSD2 are among the strong-

est common active genomic domains (Fig.  2b). To go 

further into the characterization of 5hmC landscape in 

NDMM, we applied the same procedure to each of the 

NDMM samples and we kept all the domains (n = 1816) 

overlapping in at least two samples. Interestingly, com-

paring with the literature, 41% of hypermethylated CpGs 

located in enhancer regions of B cells [26] were included 

within the 1816 5hmC domains, compared with only 11% 

(± 0.5%) when we chose random CpGs (Additional file 2: 

Figure S4C). "is suggests that 5hmC persists at hyper-

methylated loci of MM.

Similar to H3K27ac super-enhancers, 5hmC lev-

els in enriched domains may correlate with a proximal 

expressed gene (R2
max = 0.78, n = 1816, Additional file 1: 

Table S2). Briefly, 5hmc-enriched domains were associ-

ated with the most strongly correlated gene within its 

topologically associated domain (TAD) when we used 

TAD data from the GM12878 cell line (see Additional 

file  3: Methods). Remarkably, the strongest correlation 

between 5hmC and RNA expression is found at NSD2 

(R2 = 0.78), and highly expressed genes such as CCND2 

(R2 = 0.64), GAS6 (R2 = 0.55), IL6R (R2 = 0.49) and 

PRKCB (R2 = 0.57) display high correlation coefficients 

with their neighboring 5hmC domain (Fig. 2c and Addi-

tional file 1: Table S2).

Several genes were found to have more than one neigh-

boring 5hmC-enriched domain. In this case, two domains 

or more are found to correlate with the same proximal 

expressed gene (i.e., genes SECTM1 and IQSEC1 have 

four 5hmC-enriched domains each; ALOX5, GRIK4 

have 3 neighboring domains; CCND2, FRZB, 2 domains; 

see  Additional file  1: Table  S2 for complete records). 

Finally, 1468 5hmC-enriched domains are specific to 

their putative gene.

Regardless of proximity to an expressed gene, we found 

the strongest correlation between two 5hmC-enriched 

domains at the CCND2 locus (R2 = 0.88) with 5hmC 

signal in CCND2 gene body (hg38, chr12:4,278,700–

4,312,900) and 5hmC signal at an extragenic domain 

located 120  kb upstream (hg38, chr12:4,106,500–

4,164,700; Fig.  2d and Additional file  2: Figure S5A). 

Both 5hmC signals correlate strongly with CCND2 RNA 

expression and both domains are located in the same 

topological domain according to HiC data [38] (hg38, 

chr12:3,850,000–4,800,000; Additional file 2: Figure S5B). 

"e extragenic domain is also marked by ATAC and 

H3K27ac signals [33] in independent MM patients sug-

gesting that this genomic domain is functionally active. 

"is strongly suggests that this upstream domain is the 

enhancer of CCND2 gene in the MM context.

We took advantage of the 5hmC-enriched domains and 

our RNA-seq data to search for core regulatory circuits as 

Saint-André and colleagues [39]. "e concept of core reg-

ulatory circuits is based on the fact that only a small sub-

set of interconnected TFs is responsible for the control 

of the whole transcriptome. We identified motifs associ-

ated with 39 TFs that bind 5hmC-enriched domains and 

regulate transcription of genes in the vicinity (Additional 

file  2: Figure S5C). Top expressed TFs binding 5hmC-

enriched domains include XBP1, ATF4, KLF6, USF2, 

IRF4, PRDM1, IRF1, KLF13, USF1 and TCF3 (Additional 

file 1: Table S3).

MM subgroups display specific 5hmC-enriched domains

Patients’ samples were classified into 4 groups: 

MMSET [translocation t(4;14); 9 patients], CCND1 
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(RNA expression over 800 Transcripts per Million; 11 

patients), hyperdiploid (16 patients; at least 2 odd chro-

mosomal gains) and others (MM patients in none of 

the aforementioned groups; 4 patients). Global level of 

5hmC measured by MS shows no significant difference 

between MM groups (Fig.  3a). However, locally, some 

a

b

c

d

Fig. 2: 5hmC peaks are organized in large domains and correlate with RNA expression in MM. a Example of two 5hmC-enriched domains at 

the locus DUSP22-IRF4 and Venn diagram showing the overlap between the top 500 5hmC-enriched domains (patient MM27) and H3K27ac 

super-enhancers (patient Jin_MM2). b ROSE plot (rank of super-enhancers) of the top 500 H3K27ac super-enhancers (patient Jin_MM2) and 

5hmC-enriched domains (patient MM27). c 5hmC signal at 5hmC-enriched domains correlates with RNA expression of their neighbor gene. d 

5hmC (this study), ATAC [33], H3K27ac [33] signals and ChromHMM states at the CCND2 genomic locus. The 5hmC signal correlation between the 

CCND2 gene and its putative enhancer is indicated

Figure 24 - Organisation des domaines de 5hmC dans le myélome 
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5hmC-enriched domains are found to be group spe-

cific (Fig. 3b, c, Additional file 2: Figure S6A and Addi-

tional file 1: Table S4). Remarkably, the strongest specific 

5hmC-enriched domain for the group MMSET is over-

lapping the FGFR3-MMSET locus (P = 1.6E−6) fol-

lowed by CCND2, LILRB4, NBEA and TRMT9B (Fig. 3d 

and Additional file  2: Figure S6B). "is strong 5hmC 

enrichment in MMSET patients is also associated with 

strong H3K27ac and ATAC-seq signals in independent 

MM patients [33]. Again, in patients from the CCND1 

group, the strongest and most specific 5hmC signal was 

located in the CCND1 gene itself (Fig.  3c and Addi-

tional file 2: Figure S6C, P < 0.05). CCND1 group, which 

is determined by expression of CCND1 in absence of 

t(11;14) FISH, is marked by down-hydroxymethylation 

at CSF2RB, IL6R and CDK6 loci (P < 0.05). "e three 

a
b

c
d

Fig. 3: 5hmC persists at specific oncogenic regions of myeloma subgroups. a MS quantification of 5hmC in myeloma cells of patients belonging 

to the MMSET (red), CCND1 (blue), hyperdiploid (HD, green) groups and the patients not related to any of the 3 groups (other, gray). b Heatmap 

of 5hmC-enriched domains specificity among the 40 MM patients and the 5 healthy donors (normal, pink). Color code for patients (in rows) 

corresponds to that of panel a. Asterisks stand for proximal non-genic loci. c Plot showing the 5hmC-enriched domains that are specifically 

enriched in patient groups MMSET, CCND1, hyperdiploid and normal plasma cells. Significant domains are colored. d 5hmC, ATAC and H3K27ac 

signals at the FGFR3-MMSET locus in the MMSET patient group and the non-MMSET patients

Figure 25 - Localisation spécifique de la 5hmC dans les sous-groupes de myélome 
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genes are also downregulated in RNA-seq from the same 

patients’ samples (P < 0.01, data not shown).

!e hyperdiploid group shows strongly specific 5hmC 

signal at HGF (hepatocyte growth factor, P = 0.02) and at 

the locus of MYC oncogene (Fig. 3b, c, Additional file 2: 

Figure S6D, P = 0.02). Normal plasma cells are enriched 

in 5hmC at BTNL8, C11orf80, ITM2C, PSG4, and TRIO 

genes (Fig. 3b, c). Of note, hematopoietic stem cell genes 

were not found over-represented when we performed a 

Gene Ontology term enrichment analysis. Main sub-

groups of NDMM thus show specific 5hmC at transloca-

tion breakpoints loci and at major oncogenes.

5hmC-enriched domains are dynamic between diagnosis 

and relapse in MM

To identify the genomic domains associated with 

MM progression, we quantified and sequenced 5hmC 

genome-wide in four MM pairs (diagnosis and first 

relapse) and identified differential 5hmC-enriched 

domains using two replicates for each condition. CNV 

microarray data [40, 41] and RNA-seq were used at both 

time points to assess the progression of each patient. In 

three out of four paired samples, DNA hydroxymethyla-

tion slightly decreases at relapse (Fig.  4a). Although all 

patients’ samples display significant changes of 5hmC 

localization at relapse, there was no significant change 

in 5hmC that overlapped the four cases when we used 

DiffBind for differential enrichment analysis [42] (Addi-

tional file 1: Table S5). Since 5hmC landscape at relapse 

seems heterogeneous and patient-dependent, we focused 

our analysis on each of the four cases. Myeloma cells of 

patient MM02 showed a translocation of the MMSET 

locus [t(4;14)] and deletion of chromosomes 1p, 13 and 

17p at diagnosis. !is subject progressed in 18 months, 

with his myeloma cells displaying an additional third copy 

of the chromosome arm 1q. Out of 560 consensus 5hmC-

enriched domains, 269 (48%) were significantly reduced 

at relapse compared to diagnosis (FDR < 0.05), while 20 

c

b

a

Fig. 4: 5hmC is dynamic and heterogeneous in MM between diagnosis and relapse. a MS quantification of 5hmC at diagnosis and relapse in 

patients MM02, MM05, MM07 and MM21 (average shown). b Plot showing the differential 5hmC-enriched domains between diagnosis and relapse 

in patients MM02, MM05, MM07 and MM21. c 5hmC signal and RNA expression levels of the MDM2 gene at diagnosis and relapse in patient MM05. 

At relapse, myeloma cells harbor one copy of TP53 locus (del17p FISH)

Figure 26 - Dynamique de la 5hmC à la rechute 
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(3.5%) increased at relapse. Interestingly, among the most 

significant gain of 5hmC-enriched domains, we found the 

CCND2 and IKZF1 gene bodies at relapse (respectively, 

1, 6 and 1, fivefold; Fig. 4b) associated with a higher tran-

scriptional activity (respectively, 2, 4 and 1, fivefold). It is 

interesting to note that the drug lenalidomide is effective 

by inducing IKZF1 proteasomal degradation via Cer-

eblon [43, 44]. #is suggests that the up-regulation of 

IKZF1, together with an increase in CCND2 expression 

could favor disease progression. We also noticed a signifi-

cant gain of 5hmC at MAPKAPK2/MK2 at relapse. #is 

gene is located on the chromosome arm 1 (gaining an 

extra-copy at relapse) and has been recently described as 

a poor prognosis factor in MM [45].

At diagnosis, patient MM05 displayed a classical 

hyperdiploid profile with amplification of chromosomes 

3, 9, 11, 15, 19, in which we found 675 5hmC-enriched 

domains. At relapse 24 months later, myeloma cells dis-

played a 1-copy loss of the chromosome arm 17p and 22 

5hmC-enriched domains (3.2%) significantly decreased. 

In particular, we found a lower expression and lower 

5hmC signal at TP53 target gene MDM2 (Fig. 4b, c).

Patient MM07 is another MMSET translocated patient 

[t(4;14)] with amplification of the chromosome arm 1q 

and deletions of chromosomes 13 and 17p (Fig.  4b) at 

diagnosis. At relapse, there are additional deletions of 

chromosomes arms 3p, 6q and 8q, and 5hmC-enriched 

domains increase at several genes including CDKN2C, 

IGF2BP3 and WNT5B as well as their RNA expression 

(logFC > 3, Additional file 2: Figure S7).

Patient MM21 plasma cells were found to have a nar-

row TET2 deletion at diagnosis, but surprisingly 2 hete-

rozygous copies of TET2 at relapse. TET2 protein, which 

oxidizes 5mC in 5hmC, is frequently loss-of-function-

mutated in cancer, especially in myeloid malignancies 

[46], but not in MM [32]. A total of 385 domains were 

found, out of which 86 (22%) decreased and 117 (30%) 

increased at relapse and global level of 5hmC decreased 

despite the reappearance of the missing TET2 copy.

#ese data indicate that 5hmC signal varies between 

diagnosis and relapse in a patient-specific manner. 

However, several genes and enhancers, whose activities 

changed at relapse, could be identified as putative drivers 

of disease progression.

Discussion

We have shown that the epigenetic mark 5hmC is lower 

in MM than in normal plasma cells, and that it grad-

ually decreases with the disease severity of patients 

while being independent of patient’s age. Our obser-

vation corroborates the theory of DNA hydroxymeth-

ylation being linked to mitotic index [13, 14] as 5hmC 

decreases with the tumor severity. In that sense, global 

levels of hydroxymethylation are consistent with the 

already-described global hypomethylation of MM. 

With a limited number of samples (N = 39) and events 

(N = 16), 5hmC level tends to correlate with longer 

survival (P < 0.1). #is suggests that the 5hmC level 

is a prognosis biomarker for newly diagnosed MM. 

Independent cohort followed on a longer time will be 

needed to confirm the good-prognosis association that 

we observe. In any case, our study supports the poten-

tial use of 5hmC and 5mC quantification as a clinical 

biomarker in MM.

Our analysis shows that 5hmC localizes predominantly 

at transcriptionally active regions. Surprisingly, this is 

true despite a global and important loss of 5hmC. #e 

mark seems to be maintained by TET proteins at highly 

active chromatin. #is stays consistent with the fact that 

the DNA methylation in MM is reduced globally but 

maintained at intronic enhancers regions [26]. In a sense, 

there is an association between the remaining localiza-

tion of 5mC and 5hmC in MM, although the marks are 

thought to flag different regions: inactive versus active 

chromatin.

Given that 5hmC efficiently marks active chromatin, 

we applied the H3K27ac super-enhancer discovery algo-

rithms to the 5hmC signal and found similar regions. #is 

analysis highlighted key components of the plasma cell 

biology (CREB3L2 for example), and more importantly, 

of myeloma subgroups such as MMSET locus in t(4;14) 

patients. We show that defining 5hmC-enriched domains 

similar to H3K27ac super-enhancers, rather than study-

ing single 5hmCpGs, is relevant and powerful to decipher 

major disease drivers on patient’s genomic DNA.

We also show that major well-known translocation 

events produce massive oxidation at the recombinant 

loci, together with previously shown chromatin opening 

and high transcription level. In addition to translocation 

and myeloma subgroups, we found novel active domains, 

for instance, proximal to CCND2 and TRMT9B in 

MMSET patients. De novo combined analysis of 5hmC 

and RNA expression revealed key transcription factors 

involved in the disease such as IRF4, PRDM1 and TCF3. 

#ese TFs likely drive the malignant transcriptome as 

they are essential in most of the MM cell lines in CRISPR 

KO screening from DEPMAP (https ://depma p.org/porta 

l/). Despite being difficult to drug, we believe that these 

TFs are therapeutic targets of interest.

Between diagnosis and relapse, we found a highly 

dynamic and patient-specific distribution of the 5hmC 

signal. #is reflects that MM progression is highly het-

erogeneous, although we could find some consistency 

between 5hmC changes, RNA expression and copy 

number variations. In the future, it would probably be 

more meaningful to describe the dynamics of 5hmC on 



 

 
91 

 

  

Page 9 of 12Alberge et al. Clin Epigenet          (2020) 12:163  

more samples and at several time-points of the disease 

progression.

Profiling chromatin with histone marks (e.g., H3K27ac 

ChIP-seq) or chromatin accessibility (ATAC-seq) 

requires nuclei and thus limits the study of epigenetics on 

clinical cohorts with only genomic DNA stored for his-

torical and practical reasons. !e technical limitation of 

preserving frozen nuclei is overcome by mapping active 

domains of chromatin directly on genomic DNA through 

the 5hmC mark produced by the TET proteins. Our study 

shows indeed that the epigenetic mark 5hmC is valuable 

to discover active regulatory domains in genomic DNA 

from a cohort of patients without the need of chromatin 

extraction. Furthermore, it has been recently shown that 

it is also possible to map 5hmC on circulating DNA [18, 

19]. !is makes 5hmC not only biologically valuable, but 

it is also technically easier to map genome-wide or at key 

oncogenic loci. Taken together, these results show the 

value of epigenomics in retrospective studies and bring 

to light potential drug targets that drive the malignant 

transcriptome.

Conclusions

We show that DNA hydroxymethylation is an active 

chromatin mark that is globally depleted in malign 

plasma cells but remains at MM essential genes that drive 

the malignant transcriptional network. Furthermore, the 

global DNA hydroxymethylation level decreases with 

MM severity and tends to be associated with outcome. 

!is observation needs to be further assessed. Remain-

ing hydroxymethylation localizes at major translocation 

breakpoints and active chromatin. It is thus a potent 

mark to discover oncogenic drivers of the disease. We 

expect DNA hydroxymethylation, and DNA modifica-

tions in general, to become major clinical biomarkers in 

the future, especially when direct-DNA-sequencing will 

be efficient and cost-effective, allowing the genome-wide 

mapping of DNA modifications in a single run.

Methods

Genomic DNA extraction of normal plasma cells 

and multiple myeloma cells

Normal plasma cell and multiple myeloma cells col-

lection and purification from human bone marrow are 

described in Additional file 3: Methods. Genomic DNA 

was extracted with Qiagen Allprep DNA/RNA Mini Kit 

(ref. 80204). DNA samples were dosed by DNA HS QuBit 

and the absence of contaminant RNA checked by RNA 

HS Qubit.

Patients selection for this study

No statistical method was used to predetermine sample 

size. In this study, we have selected 40 patient samples 

from the IFM/DFCI cohort (NCT01191060) further 

detailed in Additional file  3: Methods. Samples were 

selected with: low level or absence of RNA in DNA sam-

ples, low level of rRNA in RNA-seq data, enough DNA 

material available and high percentage of CD138+ cells 

(98% in average in this study). Healthy individuals and 

myeloma patients are of comparable age (resp. 62 and 

58 in median). Men were overrepresented in the healthy 

group (N = 4/5). Neither control individuals nor myeloma 

patients were given vitamin C supplementation; however, 

nutritional aspects have not been checked before patient 

selection [47]

Digestion of genomic DNA and subsequent LC–MS analysis

!e genomic levels of 5mC and 5hmC were quantified 

using a mass spectrometry-based stable isotope-dilution 

method [48]. For each LC–MS measurement, 70  ng of 

genomic DNA was digested to the nucleoside level. As 

heavy-atom-labeled internal standards, fixed quanti-

ties of  D3-5mC and  D2 15N2-5hmC were added to the 

mixture. For each biological sample, two independent 

measurements (technical replicates) were taken. Quanti-

tative LC–ESI–MS/MS analysis was performed using an 

Agilent 1290 UHPLC system coupled to an Agilent 6490 

triple quadrupole mass spectrometer in conditions simi-

lar to Traube et al. [48]. Further details are described in 

Additional file 3: Methods.

Selective chemical labeling of 5hmC coupled 

with sequencing (5hmC-seq)

For each sample, 550 ng of genomic DNA was sonicated 

with a Bioruptor Pico in Tris 10 mM pH 8 to obtain DNA 

fragments of 300 bp in average. 25 pg of 5hmC control 

spike-in was added to the sonicated DNA (control pro-

vided by the kit HydroxyMethyl Collector, Active Motif, 

ref. 55013). 50  ng of DNA was conserved at this stage 

to make the input library later. !e remaining DNA 

was processed using the HydroxyMethyl Collector kit 

(method from Song et al. [35]) to glycosylate and bioti-

nylate specifically the genomic 5hmC. After glycosylation 

and biotinylation, the DNA was purified with Ampure 

beads (Beckman Coulter, ref. A63881). !e DNA frag-

ments containing the biot-glu-5hmC were purified with 

Streptavidin beads (Active Motif, ref. 55013), eluted, 

purified with Ampure beads and finally eluted in 50 uL 

Tris pH 8. !e 5hmC-seq libraries were prepared with 

the kit NEBNext Ultra II DNA library prep kit for Illu-

mina (ref. E7645S) and indexed with NEBNext dual 

indexed primers (E7600S). !e libraries were quality-

checked by HS DNA Agilent BioAnalyzer (Additional 

file 2: Figure S1), dosed by DNA HS Qubit, pooled and 

submitted to the genome sequencing platform for Single-

Read 50 bp Illumina HiSeq-2500 Rapid Run sequencing.



 

 
92 

 
Page 10 of 12Alberge et al. Clin Epigenet          (2020) 12:163 

RNA-seq libraries

As the IFM-DFCI did not include RNA-seq data from 

patients at relapse, we produced additional RNA-seq data 

at diagnosis and at relapse for 4 MM patients (patient 

number MM02, MM05, MM07 and MM21). "e RNA-

seq libraries were prepared using the NEBNext Poly(A) 

mRNA Magnetic Isolation Module (NEB, ref. E74905) 

and the NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep 

Kit for Illumina (NEB, ref. E7760S) and sequenced by an 

Illumina Rapid Run HiSeq 2500 Single-Read 50 bp.

Bioinformatics (cf. Additional file 3: Methods).

Supplementary information
Supplementary information accompanies this paper at https ://doi.

org/10.1186/s1314 8-020-00953 -y.

Additional file 1. Figure S1: Agilent BioAnalyzer profile of a 5hmC-seq 

Illumina library. Figure S2: MS quantification of 5mC in genomic plasma 

cell DNA is independent of age and sex. (A) Dot plot of 5mC global quan-

tification by MS in normal plasma cells from healthy donors (N=5), and of 

myeloma cells of patients at diagnosis (N=40). (B) Dot plot of 5mC global 

quantification by MS by disease stage (ISS I N=9; ISS II N=17; ISS III N=13; 

NA=1). 5mC (C) and 5hmC (D) dot plot of MS quantification depending 

on the sex of the patients. 5mC (E) and 5hmC (F) dot plot of MS quantifi-

cation depending on the age of the patients. Figure S3: Survival course 

depending on DNA methylation (5mC) level-based separation of two 

risk groups of NDMM (n=20 and 20). Figure S4: 5hmC association with 

expression and criteria of 5hmC peaks to merge in 5hmC peak clusters. 

(A) Average level of 5hmC in all genes normalized to the same body 

length. Red line stands for average 5hmC in genes with high expression 

level (greater than 100 Reads per Kilobase Million (RPKM)). Orange line 

stands for medium expression level (between 10 and 100 RPKM). Green 

line represents lowly expressed genes (between 1 and 10 RPKM), and blue 

line stands for very lowly expressed genes (below 1 RPKM). (B) Stitching 

of 5hmC into 5hmC-enriched domains. The y-axis represents the number 

of peaks left after merging. The x-axis represents the distance between 

peaks to merge. Each 5hmC sample was analyzed (one color per patient). 

The distance 12.5 kb was chosen to stitch 5hmC peaks into the 5hmC-

enriched domains that we describe in this study. (C) Fraction of overlap 

between 5hmC-enriched domains of this study and CpG from the Illumina 

450K chip. The red bar represents overlap with hypermethylated CpGs in B 

cell-specific enhancers that were described by Agirre and colleagues (see 

Additional file 3: Methods). Blue bars represent random CpGs from the 

same chip. Figure S5: 5hmC allows the identification of a putative CCND2 

enhancer. (A) Correlation between CCND2 expression, 5hmC at CCND2 

gene body and 5hmC at the putative 5hmC enhancer across the 40 MM 

patients. (B) Hi-C contact map in lymphoblastoid cells (GM12878 cell 

line) at the CCDN2 locus showing the spatial interaction between CCND2 

gene and its putative enhancer. (C) Expression of core transcription factors 

predicted to orchestrate core regulatory circuitries with 5hmC and RNA 

expression genomic data. Figure S6: MM 5hmC-enriched domains associ-

ate with H3K27ac super-enhancers. Rank ordering of the 100 strongest 

5hmC-enriched domains on average in the cohort (A), in the MMSET 

group (B), in the CCND1 group (C) and in the hyperdiploid group (D). 

Color highlights domains present in only one of the ROSE plots by group. 

Figure S7: 5hmC signal levels at WNT5B-associated domain are increased 

at relapse in MM07. (A) Normalized 5hmC enrichment at WNT5B-associ-

ated domain. Point shapes match replicates. Fold change=1.3, p=0.003, 

FDR>0.1. (B) Gene expression levels in RPKM measured by RNA-seq at 

diagnosis and relapse for three genes surrounding the WNT5B-associated 

domain. (C) 5hmC genomic signal around WNT5B-associated domain. 

Colors match those of (A) and (B). 5hmC domain is depicted under signal 

tracks (hg38: chr12:1,517,750-1,621,200).

Additional file 2. Table S1: Patients characteristics, survival and mass 

spectrometry quantification of 5hmC and 5mC. Table S2: Scoring of 

1816 5hmC-enriched domains across NDMM samples. Table S3: Motif 

analysis of core regulatory circuitries. Table S4: Scoring of groups-specific 

5hmC-enriched domains. Table S5: Differential 5hmC-enriched domains 

between at diagnosis and relapse (DiffBind analysis).

Additional file 3. Methods: This file describes normal plasma cells 

purification, myeloma cells purification, 5mC and 5hmC dosage by mass 

spectrometry, bioinformatics methods and statistical analysis.
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1.4. MÉTHODES SUPPLÉMENTAIRES 

NORMAL PLASMA CELLS PURIFICATION 

After informed consent, the femoral canal of individuals with isolated hip 

osteoarthritis who were otherwise healthy was probed with a metal suction device 

following femoral neck removal. Bone marrow cells were suctioned into a tube that 

contained EDTA, placed on ice and immediately transported to our laboratory. 

BMMCs were purified by Ficoll. Normal plasma cells were FACS-sorted using a BD 

FACSAria III as CD38/CD138 positive and CD3/CD13/CD33 negative (antibodies 

from Becton Dickinson, ref. 345807, 555332, 555394, 555450 and 562935). 

MYELOMA CELLS PURIFICATION 

Bone marrow biopsies were realized on MM newly diagnosed patients from cohort 

IFM-DFCI 2009 (Intergroupe Francophone du Myélome - Dana Farber Cancer 

Institute) (Attal et al., 2017). All patients signed an informed consent form approved 

by the Toulouse Ethics Committee. All included patients were newly diagnosed with 

symptomatic MM based on International Myeloma Working Group 2003 Diagnostic 

Criteria(The International Myeloma Working Group*, 2003). All the samples were 

collected in France and processed at the University Hospital of Nantes. Bone Marrow 

Mononuclear Cells (BMMCs) were purified by Ficoll. Plasma cells were purified with 

anti-CD138 beads (Robosep platform, StemCell Technologies) and the CD138-positive 

percentage of cells was checked by immunofluorescence microscopy. 

5MC AND 5HMC DOSAGE BY MASS SPECTROMETRY 

The genomic levels of 5mC and 5hmC were quantified using a mass spectrometry-

based stable isotope-dilution method (Traube et al., 2019). For each LC-MS-

measurement (technical replicate), 70 ng of genomic DNA (gDNA) were digested to 

the nucleoside level using the Nucleoside Digestion Mix (ref. M0649S) from New 

England BioLabs. To this reason, a solution of 70 ng gDNA in 38 )L of milliQ-water 

was prepared. As heavy-atom-labeled internal standards, 1.28 pmol D3-5mC and 0.193 

pmol D2 15N2-5hmC in 6 )L of milliQ-water were added to the solution, followed by 5 

)L of the Nucleoside Digestion Mix Reaction Buffer (10x), and 1 )L of the Nucleoside 

Digestion Mix. After incubation for 90 min at 37C, the mixture was filtered using an 

AcroPrep Advance 96 filter plate 0.2 ) m Supor from Pall Life Sciences and 

subsequently analysed by LC-MS. For each biological sample, two independent 
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measurements (technical replicates) were performed. Quantitative LC-ESI-MS/MS 

analysis of the enzymatically digested DNA samples was performed using an Agilent 

1290 UHPLC system coupled to an Agilent 6490 triple quadrupole mass spectrometer. 

The UHPLC-conditions used and the settings of the mass spectrometer were the same 

as previously published by Traube and colleagues (Traube et al., 2019). 

BLUEPRINT DATA STATEMENT 

This study used data generated by the BLUEPRINT Consortium. A full list of the 

investigators who contributed to the generation of the data is available from 

www.blueprint-epigenome.eu. Funding for the project was provided by the European 

Union’s Seventh Framework Program (FP7/2007-2013) under grant agreement no 

282510 – BLUEPRINT. 

BIOINFORMATICS 

5HMC-SEQ ANALYSIS 

5hmC-seq reads were trimmed with Cutadapt v1.18 (Martin, 2011) and mapped to 

human reference genome GRCh38 using Bowtie2 v2.2.8 (Langmead and Salzberg, 

2012) with default parameters. Duplicates and reads of low mapping quality (* < 30) 

were discarded. 5hmC peak clusters were defined similar to Boeva and colleagues 

(Ashoor et al., 2013; Boeva et al., 2017) with a stitching distance of 12.5kb. Blacklisted 

regions consist of chromosomes X, Y, ENCODE reference blacklist and peaks called on 

input-seq libraries. Peak calling was done with HMCan (Ashoor et al., 2013) with 

default parameters. 5hmC peaks were then merged using LILY (Boeva et al., 2017) at 

a distance of 12.5 kb to produce what we call 5hmC-enriched domains. The value of 

12.5 kb is the same as that of Boeva and colleagues (Figure 30) and global 5hmC signal 

was then re-normalized (Boeva et al., 2017). We defined a set of consensus peaks 

clusters by merging 5hmC-enriched domains and keeping arbitrary those occupied by 

at least two samples across the cohort. When specified, the process was applied to the 

cohort and normal plasma cells together. We excluded regions shorter than 12 kb. 

Average 5hmC signal depth over consensus peaks clusters was computed for each 

sample to obtain the 5hmC score matrix #$,&  where ' is a sample and ( a consensus 

peak cluster. 
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Genes and 5hmC peaks clusters were associated to the Topologically Associated 

Domain (TAD) of the B-cell derived cell line GM12878 they are located in similar to 

Boeva and colleagues (Boeva et al., 2017). 

Group specific 5hmC peaks clusters were identified by computing the average Log2 

Fold-Change signal per region between groups and tested with a Wilcoxon rank-sum 

test adjusted with a Benjamini-Hochberg correction. For paired samples (two 

replicates of each diagnosis and relapse), we used DiffBind (Ross-Innes et al., 2012) 

with default parameters to find differentially enriched 5hmC regions. 

Potential core regulatory circuitries were found with CRCMapper (Saint-André et 

al., 2016) using default parameters. 

Overlap between 5hmC-enriched domains and previously published 

hypermethylated CpGs in MM (Agirre et al., 2015) was computed with R and 

compared to overlap with random CpGs obtained from the Illumina Methyl450K table 

in UCSC (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables). 

Gene Ontology enrichment analysis was performed with GSEA (Subramanian et 

al., 2005) and the 100 first gene sets with FDR<0.05 were inspected. The following Gene 

Ontology IDs were kept for hematopoietic stem cell gene enrichment analysis: GO: 

0060218, GO:0061484, GO:0035701, and GO:0071425. 

CHROMATIN STATES ANNOTATION WITH CHROMHMM 

Functional annotation was done with ChromHMM (Ernst and Kellis, 2012) based 

on modified histone ChIP-seq data from the cell lines MM.1S, NCI-H929 and 

GM12878. Individual track of NCI-H929 was kept for statistical analysis. We 

downloaded the ChIP-seq data from the ENCODE portal (ENCODE Project 

Consortium, 2012; Davis et al., 2018) (https://www.encodeproject.org/). The 105 

libraries identifiers used can be communicated upon request. 

RNA-SEQ ANALYSIS 

IFM-DFCI RNA-seq data were obtained from Cleynen and colleagues (Cleynen et 

al., 2017) or generated by us. RNA-seq libraries were trimmed using Cutadapt v1.13 

(Martin, 2011) with parameter −/	20  and aligned to hg38/GRCh38 using STAR 

v2.5.3a (Dobin et al., 2013) with default parameters. Genes were quantified using 

featureCounts (Liao et al., 2014) from the R package Rsubread and the Gencode v28 

genome annotation. 
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CHIP-SEQ AND ATAC-SEQ ANALYSIS 

ChIP-seq and ATAC-seq libraries were downloaded from the European Nucleotide 

Archive (project number PRJEB25605 (Jin et al., 2018)) or from Blueprint Epigenome 

project and were analyzed with the pyflow-ChIPseq (Terranova et al., 2018) and 

pyflow-ATACseq pipelines respectively with default parameters. Chromatin-states 

genome annotation was realized using ChromHMM(Ernst and Kellis, 2012) on ChIP-

seq data from NCI-H929 cell line. 

STATISTICAL ANALYSIS 

Quantitative bio-clinical variables were described with median and interquartile 

range (IQR) or mean and standard deviation. Significance of mean difference between 

groups was assessed with Kruskal-Wallis method for multiple group testing, and/or 

Wilcoxon test for 2 groups. Qualitative variables were described using frequency of 

their respective modalities. Significance of heterogeneity of the distribution between 

groups was assessed with 23  Pearson’s test (or Fisher’s exact test if appropriate). 

DESeq2 FDR testing was used for diagnosis-relapse expression and 5hmC testing. 

Signal correlation was assessed with a Spearman correlation. Otherwise, Pearson 

correlation was used. For survival analysis, time-to-event was calculated from the 

randomization to the event date, i.e. death for OS, or to the last follow-up date. For MS 

quantitative variables, cohorts were then split at the median value of high and low 

5hmc (and 5mC). Hazard ratio between groups were calculated using Univariate Cox 

model. Survival curves were calculated using the Kaplan-Meier method and groups 

were compared using a Log-rank test. P values were corrected for multiple testing with 

the Benjamini-Hochberg method. Adjusted p values under 0.05 were considered 

significant. All calculations were done using R 3.5.0 software. 
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1.5. FIGURES SUPPLÉMENTAIRES 

Supplementary Figure 1

35 bp marker

10380 bp marker
5hmC spike-in control

5hmC spike-in

control

Figure 27 - Profil Agilent BioAnalyzer d’une librairie de 5hmC-seq (SCL-seq). 
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Supplementary Figure 2
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Figure 28 - MS quantification of 5mC in genomic plasma cell DNA is independent of age and sex. (A) Dot plot of 5mC 

global quan- tification by MS in normal plasma cells from healthy donors (N=5), and of myeloma cells of patients at diagnosis 

(N=40). (B) Dot plot of 5mC global quantification by MS by disease stage (ISS I N=9; ISS II N=17; ISS III N=13; NA=1). 5mC (C) 

and 5hmC (D) dot plot of MS quantification depending on the sex of the patients. 5mC (E) and 5hmC (F) dot plot of MS quantifi- 

cation depending on the age of the patients.  
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Supplementary Figure 3
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Figure 29 - Survival course depending on DNA methylation (5mC) level-based separation of two risks groups of NDMM 

(n=20 and 20) 



 

 
102 

 

Supplementary Figure 4:
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Figure 30 - 5hmC association with expression and criteria of 5hmC peaks to merge in 5hmC peak clusters. (A) Average 

level of 5hmC in all genes normalized to the same body length. RPKM: Reads per Kilobase Million. (B) Stitching of 5hmC into 

5hmC-enriched domains. (C) Fraction of overlap between 5hmC-enriched domains of this study and CpG from the Illumina 450K 

chip by Agirre and colleagues (see Additional file 3: Methods).  
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Figure 31 - 5hmC allows the identification of a putative CCND2 enhancer. (A) Correlation between CCND2 expression, 

5hmC at CCND2 gene body and 5hmC at the putative 5hmC enhancer across the 40 MM patients. (B) Hi-C contact map in 

lymphoblastoid cells (GM12878 cell line) at the CCDN2 locus showing the spatial interaction between CCND2 gene and its 

putative enhancer. (C) Expression of core transcription factors predicted to orchestrate core regulatory circuitries with 5hmC and 

RNA expression genomic data. 
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Supplementary Figure 6
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Figure 32 - Myeloma 5hmC-enriched domains associate with H3K27ac super-enhancers. Rank ordering of the 100 strongest 

5hmC-enriched domains on average in the cohort (A), in the MMSET group (B), in the CCND1 group (C) and in the hyperdiploid 

group (D). Color highlights domains present in only one of the ROSE plots by group. 
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Supplementary Figure 7
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Figure 33 - 5hmC signal levels at WNT5B-associated domain are increased at relapse in MM07. (A) Normalized 5hmC 

enrichment at WNT5B-associ- ated domain. Point shapes match replicates. Fold change=1.3, p=0.003, FDR>0.1. (B) Gene 

expression levels in RPKM measured by RNA-seq at diagnosis and relapse for three genes surrounding the WNT5B-associated 

domain. (C) 5hmC genomic signal around WNT5B-associated domain. Colors match those of (A) and (B). 5hmC domain is 

depicted under signal tracks (hg38: chr12:1,517,750-1,621,200). 
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2. RÉSISTANCE ACQUISE AU VENETOCLAX ET ANOMALIES 

GÉNOMIQUES SÉLECTIONNÉES DE LA FAMILLE DU BCL2 

Ce travail a été réalisé à l’Université de Calgary au Canada en collaboration avec 

l’équipe de Dr Nizar Bahlis et Dr Paola Neri. Il a fait l’objet d’une présentation orale 

au congrès de l’ASH 2019 (Alberge et al., 2019). J’ai réalisé les analyses de données de 

séquençage single-cell avec l’équipe canadienne. Les manipulations expérimentales 

ont été faites par Dr Ranjan Maity et Dr Paola Neri. Le docking in silico du venetoclax 

sur le mutant de BCL2 a été réalisé par des collaborateurs de l’Université de Calgary. 

J’ai écrit l’article avec les Dr Bahlis et Neri. L’article va faire l’objet d’une soumission à 

un journal d’onco-hématologie. 

2.1. RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 

L’inhibition spécifique de la protéine BCL2 avec le venetoclax/ABT-199 induit des 

réponses importantes chez des patients présentant un myélome multiple en rechute 

ou réfractaire (RRMM) et la translocation t(11;14) entre CCND1 et la chaîne lourde du 

locus des immunoglobulines (IGH). La résistance acquise au venetoclax est courante, 

mais les mécanismes moléculaires qui y sont associés sont inconnus. Nous avons 

caractérisé les plasmocytes de 4 RRMM avant le début du traitement par le venetoclax 

et au moment de l’apparition de la résistance par trois technologies de séquençage en 

cellule-unique : le transcriptome (scRNA-seq), le nombre de copies (scCNV-seq) et 

l’accessibilité de la chromatine (scATAC-seq). 

Nos collaborateurs à l’Université de Calgary ont découvert et caractérisé 

fonctionnellement un nouveau mutant de BCL2 (p.D111A) qui confère une résistance 

au venetoclax in vitro. Nous avons identifié une sélection récurrente clonale et sous-

clonale des plasmocytes présentant des gains et amplifications de MCL1 et associés à 

une augmentation de l’expression génique et de l’accessibilité de la chromatine à ce 

locus ; nous présentons des translocations originales de BCLxL avec les loci IGH et IGL 

également associées à un gain d’expression du gène et à une ouverture de la 

chromatine aux points de cassure. 

Cette étude est la première à caractériser les mécanismes de l’acquisition de la 

résistance au venetoclax chez des patients MM et à l’échelle de la cellule-unique. Elle 

souligne l’importance de la détection précoce de clones dynamiques minoritaires et 

hautement résistants associés à un test fonctionnel de sensibilité au venetoclax pour 

améliorer l’efficacité du traitement et la survie globale des patients. 
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2.2. ABSTRACT 

Selective BCL2 inhibition with venetoclax induces deep responses in relapsed 

multiple myeloma (MM) patients. However, acquired resistance to venetoclax 

frequently occurs and the molecular mechanisms underlying this phenomenon remain 

unknown. Herein, we have profiled through single cell multi-omics approaches 

(scRNAseq, scCNVseq and scATAC-seq) BM aspirates collected from (n=4) MM 

patients treated with venetoclax prior starting therapy and at the time of acquired drug 

resistance.  

We have discovered and functionally characterized a novel BCL2 mutation (D111A) 

that confers in vitro resistance to venetoclax. In addition, we have identified an 

enrichment of MM clones with MCL1 locus copy number gain as well as a BCL2L1 up-

regulation and dependency as additional mediators of drug resistance. 

Therefore, early detection and dynamic monitoring of these abnormalities (BCL2 

mutant, BCL2L1 or 1q gains) with early therapeutic interventions targeting these 

branching clones may enhance venetoclax efficacy and improve survival in venetoclax 

treated MM patients.  

STATEMENT OF SIGNIFICANCE 

This is the first study to describe at single cell level the molecular mechanisms 

leading to venetoclax resistance in Myeloma. Our data emphasize that early detection 

of BCL2 abnormalities associated with the analysis of clonal dynamics and BH3 

mimetic dependence are essential for the clinical management of venetoclax-treated 

patients. 
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2.3. INTRODUCTION 

The members of the B cell leukaemia/lymphoma 2 (BCL2) family play a crucial role 

in the regulation of the intrinsic apoptotic pathway (Singh et al., 2019). They are 

classified into three groups according to structural and functional characteristics: anti-

apoptotic members (i.e., MCL1, BCL2 and BCLxL), multidomain pro-apoptotic 

members (BAX and BAK), and BH3-only members (i.e., BIM, BID, BAD or NOXA) 

(Youle and Strasser, 2008). The overexpression of the anti-apoptotic proteins (BCL2, 

BCLxL, MCL1) ranks amongst one of the hallmarks of cancer that favors tumor cell 

growth and induces resistance to therapy (Touzeau et al., 2018). 

Venetoclax is the first clinically available oral drug that targets specifically the anti-

apoptotic BCL2 protein, displacing the pro-apoptotic proteins from their BH3 groove 

and leading to cell death (Souers et al., 2013). It has demonstrated significant anti-

tumor activity in several BCL2-dependent hematological malignancies including 

chronic lymphocytic leukemia (CLL), mantle cell lymphoma (MCL) and follicular 

lymphoma (FL) (Roberts et al., 2016; Davids et al., 2017). In multiple myeloma (MM), 

sensitivity to venetoclax was first shown to be restricted to human cell lines and 

primary cells harboring the t(11;14) chromosomal rearrangement involving CCND1 

and the heavy locus of immunoglobulin (Touzeau et al., 2014, 2017, 2018; Kumar et al., 

2017b). However, alone and in combination with proteasome inhibitors, venetoclax 

has also demonstrated ability to induce deep response in heavily pretreated MM 

patients, independent of t(11;14) status (Touzeau et al., 2014; Kumar et al., 2017b). The 

presence of the t(11;14) translocation is strongly associated with sensitivity to 

venetoclax and has been correlated with high BCL2/BCL2L1 (encoding BCLxL) and 

BCL2/MCL1 mRNA ratios (Kumar et al., 2017b). In addition with BCL2 members 

expression profile, functional tests as BH3 profiling or in vitro BH3 mimetic drug 

testing are also important to predict sensitivity to venetoclax (Morales et al., 2011; 

Matulis et al., 2019). 

Despite significant clinical responses observed in relapsed/refractory multiple 

myeloma (RRMM) patients, sub-optimal responses and acquired resistance to 

venetoclax remain to be overcome. Recent reports on acquired resistance to venetoclax 

describe acquisition of Gly101Val mutation in BCL2 (Blombery et al., 2019), as well as 

mutations in BTG1 and homozygous deletions of CDKN2A/B (Herling et al., 2018) as 

causes of resistance in CLL. In FL, the Phe104Ile mutation in BCL2 was also described 

as causes of venetoclax resistance together with copy number gain of MCL1 or up-
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regulation of BCL2L1 (Blombery et al., 2019; Guièze et al., 2019). Of note, all BCL2 

mutations identified so far are described to occur at low allele frequencies and to be 

sub-clonal.  

The mechanisms underlying the dependency of the t(11;14) subgroup of MM 

patients on BCL2 remain to be elucidated and the mechanisms of resistance to BCL2 

inhibition with BH3 mimetic venetoclax are still unknown. 

Given the extensive inter-patient genomic heterogeneity of MM patients (Manier et 

al., 2017a), and the fact that relapse is a result of a dynamic interplay of evolutionary 

processes, such as acquisition of new mutations, copy number changes, and selective 

pressure due to treatment used (Rasche et al., 2019), we have used a multi-omics single 

cell approach to investigate the acquired resistance to venetoclax in RRMM patients. 

As such, we have performed single cell mRNA expression (scRNAseq), copy number 

profiling (scCNVseq) as well as chromatin accessibility (scATAC-seq) on primary MM 

cells collected from patients treated with venetoclax prior to initiation of therapy and 

at disease progression. We identified and functionally characterized a novel BCL2 

mutation (Asp111Ala) that confers resistance to venetoclax. In addition, we reported 

an enrichment of MM clones with MCL1 locus copy number gain as well as a BCL2L1 

up-regulation and dependency as additional mediators of drug resistance. 

Collectively, our data suggest that dynamic monitoring of emergent clones with 

acquired BCL2 family members alterations together with characterizing the BH3 

mimetic dependence of patient cells ex vivo could be used to design better treatment 

strategies to enhance venetoclax efficacy and improve survival in venetoclax treated 

MM patients.  
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2.4. MATERIALS AND METHODS 

PATIENT SAMPLES 

Experiments were conducted on primary patient samples provided by the Tom 

Baker Cancer Center, after informed consent, in accordance with the Declaration of 

Helsinki and following the approval by the Medical Center Institutional Review 

Board. 

CELLS CULTURE AND CD138+ MM CELLS  

KMS12PE cells were maintained in RPMI 1640 media with 10% FBS 

(LifeTechnology Canada, North York, ON), 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml 

streptomycin (LifeTechnology). Primary CD138+ MM cells were obtained from the BM 

aspirates of MM patients at the time of diagnostic procedure, using positive selection 

with CD138 microbeads (Miltenyi Biotech, Auburn, CA) and accordingly to 

manufacturer’s instructions. CD138+ fractions were subsequently analyzed by flow 

cytometry in order to confirm the sample’s purity. HEK293T cells were cultured in 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% FBS, 100 

U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin. All of the listed cells above were 

cultured at 37°C and 5% CO2.  

CELL VIABILITY 

KMS12PE cells were seeded in 96-well plates at a total of 5	 ×	107	cells/mL and 

cells were treated with venetoclax alone, S63845 alone, and a combination of both 

venetoclax and S63845 with increasing concentrations ranging from 50 nM to 200 nM. 

The cellular proliferation was analyzed through 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide (MTT) dye absorbance using CellTiter96TM AQueous 

Dye (Promega). The MTT assay data was analyzed using a SpectraMax iD3 Microplate 

Reader instrument (ThermoFisher Scientific). 

ASSESSMENT OF APOPTOSIS 

For Annexin/propidium iodide (PI) staining, an Annexin V apoptosis kit was used 

as per the manufacturer's instructions (BD Pharmingen). For patient samples, MM 

cells were subjected to 24-48 hours of drugs treatment and stained with CD138 
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antibody for flow cytometry by using BD FACS (BD Bioscience). MM cells were gated 

as CD138hi. 

SITE-DIRECTED MUTAGENESIS 

pCDH-puro-BCL2 plasmid (#46971) was purchased from Addgene. BCL2-D111A 

point mutation was introduced by site directed mutagenesis by using forward primer 

5’CGCCGCTACCGCCGCGCCTTCGCCGAGATGTCC3’, reverse primer 5’ 

GGACATCTCGGCGAAGGCGCGGCGGTAGCGGCG 3’, and Quickchange II site 

directed mutagenesis kit from agilent (#200523). 

LENTIVIRUS PRODUCTION AND VIRAL TRANSDUCTION 

BCL2 lentiviral constructs were packaged into HEK293-LentiX. Cells were seeded 1 

day prior to transfection and next day cells were transfected at 70%-80% confluency. 

For 10cm dish, 30µg of pCDH-puro-BCL2WT or BCL2D111A plasmid, 10µg of 

envelope plasmid pMD2.G and 20µg of packaging plasmid psPAX2 were transfected 

by using Calcium phosphate transfection reagent (Life Technologies). 48h and 72h post 

transfection supernatant was collected and filtered with 0.45µm filter (Millipore). 

1x105 KMS12PE cells were seeded in 1ml complete RPMI media in 24well plate and 

incubated with 6µg/ml of Polybrene (Sigma) followed by BCL2WT or BCL2D111A 

lentiviral infection. 12h after infected cells were washed and incubated with fresh 

media and 48h after infection, cells were cultured in medium containing 1µg/ml 

Puromycin for another 72h-96h. BCL2 expression was confirmed by Western Blot. 

QUANTITATIVE WESTERN BLOT 

Cells were grown in their respective media before total protein lysates were 

extracted in in-ice cold radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer [50mM 

Tris, 5M NaCl, 0.5mM EDTA, 0.5 mM EGTA and 1% Triton X-100, 1% NP40, 20% SDS 

containing CompleteTM EDTA-free protease inhibitor (Roche)]. The purified cellular 

lysates were loaded in sodium dodecyl sulfate (SDS)-gels (NuPage 4 – 12% bis – Tris 

gel, Invitrogen) followed by electroblotting into nitrocellulose 0.45 µm membranes 

(BioRad, Canada). Western blot analysis was performed according to standard 

protocol with antibodies to MCL1, BCL2, BCLxL, and Actin. Membranes were imaged 

and band densitometry was performed using ImageJ. The ratio of band intensity of 

MCL1, BCL2, and BCLxL was calculated relative to loading control (Actin). Antibodies 
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were obtained from the following sources: MCL1 (Cell Signaling Technology), BCL2 

(BD Bioscience, R&D Systems), BCL-xL (Cell Signaling Technology, R&D Systems), 

and Actin (Sigma-Aldrich). 

CO-IMMUNOPRECIPITATION ASSAY 

KMS12PE MCL1-V5 OVEREXPRESSION, BIM IP 

pLX307-Mcl1-V5 (Addgene117726) lentiviral plasmid was purchased from 

Addgene and lentiviral particle was produced as previously described. KMS12PE cells 

were infected with lentiviral particles and stably expressed MCL1-V5. Cells were 

treated with either Venetoclax or S63845 or combination. 6hr following treatment cells 

were lysed with ONYX lysis buffer [20 mM Tris (pH 7.4), 135 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

1% Triton, 10% glycerol, 1.5 mM magnesium dichloride and CompleteTM EDTA-free 

protease inhibitor (Roche)] and immunoprecipitated with anti-BIM antibody followed 

by immunoblotted for BCL2 and MCL1. 

KMS12PE BCL2 D111A OVEREXPRESSION, BIM IP 

KMS12PE cells were infected with empty vector or pCDH-Puro-BCL2 or pCDH-

Puro-BCL2D111A lentiviral particle and selected against antibiotic for stable 

expression. KMS12PE cells expressing BCL2WT or BCL2D111A were treated with 

venetoclax with 50nM or 100nM for 6hrs. Cells were subjected to lysis and 

immunoprecipitated for BIM and immunoblotted for BCL2, MCL1 and BIM 

respectively. 

DROPLET DIGITAL PCR 

A custom TaqManÒ genotyping assay was designed to target BCL2 NM_000633.2: 

c.332T>G (p.D111A) variant. The assay consisted of the following: forward primer 5’-

GCAGCTGGCTGGACATCT-3’, reverse primer 5’-GCCGGCGACGACTTCT-3’, VIC 

labelled WT probe 5’-CCGCGACTTCGC-3’ and FAM labelled mutant probe 5’-

CCGCGCCTTCGC-3’. Each PCR reaction contained 7.5µL 2x QuantStudioÔ 3D digital 

PCR master mix v2, 0.75µL 20x BCL2 SNP assay, 4.75µL PCR grade water and 20ng of 

genomic DNA to a total volume of 15µL and loaded onto a QuantStudioÔ 3D digital 

PCR 20K chip and sealed (ThermoFisher Scientific, Waltham MA). Digital PCR chips 

were run on a ProFlex 2x Flat PCR thermocycler using the following cycling 

conditions: 96°C for 10 minutes, then cycled at 60°C for 2 minutes and 98°C for 30 
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seconds x39 cycles, followed by a final 60°C elongation step for 2 minutes then 10°C 

hold. Chips were imaged on the QuantStudioÔ 3D Digital PCR instrument and results 

analyzed using QuantStudio 3D Analysis Suite SoftwareÔ version 3.1.6 

(ThermoFisher Scientific). 

SINGLE-CELL PROTOCOLS 

Unbiased mRNA and DNA profiling were conducted by using scRNA-seq, single 

cell ATAC-seq and sc-CNV-seq from the GemCode system (10x Genomics) 

accordingly to the manufacturer’s protocols. In details, for single-cell library 

preparation for RNA-sequencing primary MM cells were processed according to 10X 

Genomics reagent Kits User Guide (CG00052 v2 Chemistry). Cells were partitioned 

into nanoliter-scale Gel Bead-In-Emulsions (GEMs) using 10X GemCode Technology. 

Primers containing (i) an Illumina R1 sequence, (ii) a 16 bp 10x barcode, (iii) a 10 bp 

Unique Molecular Identifier (UMI) and (iv) a poly-dT primer sequence were incubated 

with partitioned cells resulting in barcoded, full-length cDNA from poly-adenylated 

mRNA. Silane magnetic beads were used to remove leftover biochemical 

reagents/primers, then cDNA was amplified by PCR. Enzymatic Fragmentation and 

Size Selection was used to optimize cDNA amplicon size prior to library construction. 

R1 (read 1 primer sequence) were added during GEM incubation, whereas P5, P7, a 

sample index (i7), and R2 (read 2 primer sequence) were added during library 

construction via End Repair, A-tailing, Adaptor Ligation and PCR.  

For single-cell library preparation for ATAC-seq the desired number of nuclei were 

targeted and processed according to 10X Genomics Reagent Kits User Guide 

(CG000168). The Nuclei Isolation was performed ad indicated in the nuclei Isolation 

protocol for Single Cell ATAC Sequencing (10x Genomics). Based on the starting 

number of cells and desired final nuclei concentration primary MM cells were washed, 

lysed and re-suspended in appropriate volume of chilled Diluted Nuclei Buffer. The 

resulting nuclei were then immediately used to generate scATAC-seq libraries. 

ScATAC-seq libraries were prepared according to 10X Genomics Reagent Kits User 

Guide. Briefly, the desired number of nuclei were combined with ATAC Buffer and 

master mix to form transposed Nuclei. Single-cell GEMs were then generated, 

amplified and subjected to bead clean-ups. Indexed sequencing libraries were 

constructed using Chromium i7 Sample Index and the barcode sequencing libraries 

subjected to a final bead clean-up prior to quantification.  
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For single-cell DNA library generation for CNV single-cell suspensions of primary 

MM cells were processed according to 10X Genomics Reagent Kits User Guide 

(CG000153). Single cells were partitioned in a hydrogel matrix by combining with a 

CB polymer to form Cell beads (CBs) using a microfluidic chip. Post a first 

encapsulation, CBs were treated to lyse the encapsulated cells and denature the 

genomic DNA (gDNA). The denatured gDNAs in the CB were then accessible to 

amplification and barcoding. A second microfluidic encapsulation step was then 

required to partition the CB with 10x barcode Gel Beads (GBs) to generate GEMs. 

Immediately after barcoding and amplification, 10x barcoded fragments were pooled 

and attached to standard Illumina adaptors. 

For all the single cell methods, quality control and quantification was performed 

using a Kapa Library Quantification qPCR kit (Kapa Biosystems) on a BioRad qPCR 

instrument prior to preparing a single pool containing equal amounts of each library. 

This pool was then subjected to on-board cluster formation and sequencing on an 

Illumina NextSeq 500 sequencer with a high-output v2.5 150 sequencing kit for RNA-

seq and ATAC-seq and 300 cycle sequencing kit for CNV-seq as per the standard 

Illumina protocols. After sequencing, the bcl data was converted to fastq data files 

using the Illumina BCL2FASTQ utility. Samples were processed with CellRanger suite 

v3.0 and downstream analyses were realized with Seurat, Monocle, Signac, and Cicero 

R packages. 

STATISTICS AND BIOINFORMATICS 

SINGLE-CELL DATA PROCESSING 

Genomic sequence reads were treated with the CellRanger suite (cellranger v3.0.2, 

cellranger-atac v1.1.0, cellranger-dna v1.1.0 for scRNA-seq, scATAC-seq and scCNV-

seq respectively) against the human reference genome GRCh38 with default 

parameters.  

For gene expression data, samples were merged and cell barcodes with less than 

1,000 UMIs were discarded. Plasma cells were selected based on immunoglobulin 

genes expression (UMI>100) as well as negative expression of CD3D/G/E, CD14, 

FCGR3A and APOE. SCRAN was used for normalization and the CellCycle Scoring 

function of Seurat (Butler et al., 2018; Stuart et al., 2019) was used to regress cell cycle 

genes at data standardization, during which immunoglobulin genes were discarded 

as described by Ledergor and colleagues (Ledergor et al., 2018). Differential gene 
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expression testing was run with MAST with default parameters (Finak et al., 2015). For 

paired analyses, matrices were randomly downsampled to achieve equal mean of UMI 

per cell in pre and post venetoclax samples. 

For copy number variation data, samples were aggregated with custom R scripts 

available upon request and were further binned through a 2Mbp window. For 

readability purposes and when specified, copy number estimates greater than 4 were 

reduced to 4 are marked “≥4”. 

For chromatin accessibility data analysis of MM02 cells, samples were aggregated 

with the cellranger aggr function without normalization. Count matrices were filtered 

with Signac and custom R scripts. Single cells were kept if they matched all these 

requirements: at least 20 fragments in immunoglobulin regions, more than 1000 and 

less than 35000 fragments in peaks, more 30% of reads in peaks, less than 0.05% reads 

in ENCODE’s blacklist and a nucleosome signal <5%. Gene activity quantification was 

done with Signac and Ensembl v86 annotation for gene coordinates extended 2000bp 

of the gene body. Gene activity was then log-normalized. Pseudotime analysis was 

done with Cicero for Monocle3 package (Pliner et al., 2018) with LSI preprocessed 

method, UMAP was run with 100 neighbors, and clustering was run with Signac 

(Stuart et al., 2019) and a 0.2 resolution parameter for SNN clustering on peaks. 

TRANSLOCATION DISCOVERY 

Translocations were determined using manta v1.6.0 (Chen et al., 2016) in tumor only 

mode with default parameters. VCF output files were processed with custom R scripts 

available upon request. For CNV (read length=2x150), only translocations with split-

reads involved were kept. Translocations are supported by at least 5 paired-read or 3 

split-reads, with a minimum variant allele frequency of 10%, and a homology and 

insertion length of less than 5bp. Translocations were further filtered based on 

mappability: both breakpoints and 1kb around must strictly lay inside mappable 

regions according to CellRanger’s and DELLY (Rausch et al., 2012) mappable regions 

for HG38 genome. K-mer mappability was also checked and translocations with less 

than 50% mappability in 24mer UMAP track were filtered out (Karimzadeh et al., 

2018). Finally, translocations were manually curated with IGV (Robinson et al., 2011) 

and a minimum mapping quality of 40. ATAC reads were also used to validate CCND1 

and BCL2L1 translocations. 

 



 

 
118 

STATISTICAL ANALYSIS 

Quantitative bio-clinical variables were described with median and interquartile 

range (IQR) or mean and standard deviation. Significance of mean difference between 

groups was assessed with Kruskal-Wallis method with Dunn post-hoc for multiple 

group testing, or Wilcoxon test for 2 groups. Qualitative variables were described 

using frequency of their respective modalities. Significance of heterogeneity of the 

distribution between groups was assessed with χ2 Pearson’s test (or Fisher’s exact test 

if appropriate). Difference of gene expression level between groups of cells is 

expressed in average log fold change (avgLogFC) and significance of the difference is 

computed with MAST package and R 3.6.0 and adjusted with the Bonferroni 

procedure. 
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2.5. RESULTS 

MOLECULAR PROFILING AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF VENETOCLAX-

TREATED PATIENTS  

As shown in Figure 34,A, bone marrow (BM) aspirates (n=8) were collected from 

four RRMM patients treated with venetoclax prior to initiation of therapy and at 

disease progression. Following magnetic sorting, a total of 78,000 CD138+
 cells from 

paired samples were subjected to unbiased mRNA and DNA profiling by performing 

single-cell RNA, ATAC, and copy number sequencing using the GemCode system (10x 

Genomics). The clinical characteristics of the patients enrolled on this study are shown 

in Table 1. All patients received venetoclax and dexamethasone at time of MM relapse 

and achieved PR and VGPR. The clinical responses and duration of response data of 

each patient are presented in Figure 34,B. Of note, two patients had a duration of 

response of 12 months. All patients harbor the t(11;14) translocation between CCND1 

and the immunoglobulin heavy chain (IgH) locus. The molecular profile of one the 

patients (MM04) in shown in Figure 34,C. Of note, the hematoxylin and eosin stain 

(H&E) for CD138 confirmed the presence of MM cells and the over-expression of 

BCL2. The FISH using probes for the CCND1 gene (red) and IGH locus (green), and 

red and green fusion demonstrated the t(11;14) corresponding to IGH-

CCND1 rearrangement. 

Shown in Figure 34,D is the UMAP clustering of CD138pos myeloma cells based on 

the cells mRNA transcript levels in one of our patients with t(11,14) disease (MM04). 

The clonality of the plasma cells is shown by the restriction of lambda light chain 

expression vs kappa (Figure 34,E). Of note, high expression of CCDN1 and BCL2 mRNA 

levels and not BCL2L1 (encoding BCLxL) were observed in this particular patient 

before venetoclax therapy. 
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Figure 34 - Molecular profiling and clinical characteristics of venetoclax-treated patients  

 A, Overview of the experimental design. Paired BM samples were collected from 4 patients treated with venetoclax prior 

starting therapy and at the time of progression., A total of 78,000 single-cell were profiled through gene expression, copy number, 

and chromatin accessibility technologies. B, The clinical responses obtained by measuring serum kappa or lambda Free Light Chain 

(sFLC) or monoclonal protein over time during venetoclax therapy and duration of response data of each patient are presented 

here. C, Hematoxylin and eosin stain (H&E 400x) for CD138 and Bcl2. The FISH results using probes for the CCND1 gene (red) 

and IGH gene (green), and red and green fusion confirm the presence of the t(11;14). D-E, Uniform manifold approximation and 

projection (UMAP) to visualize single-cell gene expression data for sample MM04 pre-treatment. 8,598 cells were profiled for 

gene expression. The color represents unsupervised clustering (panel D) or expression level (panel E). Scale is linear from 0 (grey) 

to the maximum expression value (dark red) of each gene. The clonality of the plasma cells is shown by the restriction of lambda 

light chain expression vs kappa. High expression of CCDN1 and BCL2 and not BCL2L1 (encoding BCLXL) was observed in this 

particular patient. 
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DYSREGULATION OF BCL2 FAMILY MEMBERS AND ACQUIRED RESISTANCE TO 

VENETOCLAX 

Since members of the BCL2 family are critical regulators of apoptosis, and 

interactions between pro-survival and pro-apoptotic members determine cell fate, we 

next evaluated at single cell level the mRNA changes of BCL2 members observed in 

our t(11;14) patients pre-venetoclax and at the time of venetoclax resistance. As shown 

in the violin plots presented in Figure 35,A, we identified numerous changes in both 

pro-apoptotic and anti-apoptotic family members, including BCL2, MCL1, BCL2L1, 

BCL2L11 (encoding BIM), PMAIP1 (encoding NOXA), and BBC3 (encoding PUMA) at 

the time of progression and venetoclax resistance. MCL1 increased expression was 

seen in all patients, and in some (n=2) an increased expression of the other anti-

apoptotic gene BCL2L1 was observed. Interestingly, this BCL2L1 upregulation was 

seen in the two patients with a low increase of MCL1. Minor changes were observed 

in other pro-apoptotic BCL2 family members such as PMAIP1, BBC3 and BCL2L11. 

However, these changes were neither mutually exclusive nor universal across the 

samples tested. 

In addition, single-cell genomic copy number profiling of the same genes reveals 

also a heterogeneous and subclonal evolution at time of acquired resistance (Figure 

35,B). Clones with more than 4 copies of BCL2 and the proximal PMAIP1 on 

chromosome 18q21 were lost during treatment in patient MM01, while copies of 18q21 

remained at constant frequencies in the other ones. Genomic copies of MCL1 were 

gained in two samples at time of acquired resistance and associated with an 

upregulation of the anti-apoptotic gene. BCL2L1 was gained in another patient 

(MM03) and associated with its upregulation, while two other patients partially lost 

additional copies of BCL2L1. Additional recurrent copy number variations included 

the loss of sub-clones with three copies of BBC3 in two patients with no changes in 

gene expression. Taken together, these data highlight the complexity and 

heterogeneity of the potential mechanisms of venetoclax resistance identified in 

individual MM patient. 
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Figure 2

Figure 35 - Dysregulation of BCL2 family members and acquired resistance to venetoclax. A, These violin plots summarize 

at single MM cell level the mRNA expression of six anti- and pro-apoptotic proteins in individual t(11;14) patients pre-venetoclax 

(in green) and at the time of disease progression (in red). B, Stacked bar plots showing the clonal proportion and number of 

genomic copies for the six loci encompassing BCL2 family. The color matches the number of genomic copies. (****: adjusted p 

value < 1E-4) 
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BCL2 ASP111ALA MUTATION INDUCES VENETOCLAX RESISTANCE 

Of interest, in one patient MM04 at the time of progression we observed only minor 

decrease of BCL2 and small increases in MCL1 and PMAIP1 expression (Figure 35,A). 

However, despite the lack of significant changes in the expression levels of other pro- 

or anti-apoptotic proteins, the ex vivo profiling of this patient MM cells did show a 

nearly 1000-fold increase in venetoclax IC50 at the time of clinical progression 

confirming acquired venetoclax resistance (Supplementary Fig. S1, Figure 40). In 

addition, as shown in Figure 36,A, single-cell copy number analysis performed prior 

starting venetoclax and at disease progression did not demonstrate any new copy 

number gains or losses. In particular there was no 1q21 amplification or gain. Of note, 

we discovered that this patient acquired a de novo BCL2 mutation on exon 

2[NM_000633.2:c.332A>C, p.(Asp111 to Ala), proximal to the hydrophobic groove that 

binds venetoclax. To determine whether the mutation was sufficient to confer 

resistance to venetoclax, the mutation was overexpressed in a MM cell-line harboring 

t(11;14) such as KMS12PE cells, highly sensitive to venetoclax at low nM 

concentrations. As shown in Figure 36,B, Sanger sequencing was used to determine 

the nucleotide sequences of our region of interest and confirm the DNA variation on 

exon 2. As shown in Figure 36,C, the expression of the mutant D111A BCL2 in 

KMS12PE cells resulted in nearly 10 folds increase in the IC50 of venetoclax compared 

to cells transfected with empty vector or a vector expressing WT BCL2. Importantly, 

in BCL2 IP experiments, while venetoclax displaced BIM from endogenous or WT 

BCL2, it fails to do so in cells expressing the mutant D111A (Figure 36,D). The mutation 

was further confirmed with ddPCR at time of relapse (P1404) and not prior starting 

therapy (P1217). As shown in Figure 36,E, the BCL2 Asp111Ala mutant was present at 

an allele frequency of 1.124% (CI:0.857-1.472%) post-venetoclax. KMS12PE expressing 

WT BCL2 and D111A were used as negative and positive controls respectively 

(Supplementary Fig. S2A,B, Figure 41). 

The crystal structure of venetoclax bound to BCL2 has been recently reported and 

demonstrated that the chlorphenyl moiety of venetoclax binds to the p2 hydrophobic 

groove of BCL2 while its side chain binds into the p4 hydrophobic groove (Birkinshaw 

et al., 2019). By performing computational analyses and molecular dynamic 

simulations on WT- and mutant D111A BCL2 we observed that that the D111A 

mutation increased the flexibility of the a3 helix with loss of intra-helical hydrogen 

bonding. Along with the increased flexibility of BCL2, we also observed that A111 
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interacts with the chlorophenyl moiety of venetoclax leading to increased dynamics of 

the rest of the ligand with excursions to a solvent-exposed conformation which is 

unfavorable for venetoclax binding (Figure 36,F). 

Using a streptavidin pull-down assay, we have also examined the impact of this 

D111A BCL2 mutation on the binding of biotin-tagged venetoclax molecules to BCL2. 

As shown in Supplementary Fig. S3 (Figure 42), in KMS12PE cells stably expressing 

FLAG-tagged mutant BCL2, venetoclax co-pulled down with WT but not with D111A 

mutant BCL2 confirming the impaired binding of venetoclax to BCL2 predicted by the 

dynamic simulation studies. 

ACQUIRED MCL1 DEPENDENCY OR CO-DEPENDENCY INDUCES VENETOCLAX 

RESISTANCE 

In almost all patients we observed a significant gain in the MCL1 transcript levels 

with no change in BCL2 at the time of resistance (Figure 35,A). Of note, in patient 

MM02, single-cell CNV analysis prior treatment showed a focal copy number gain of 

1q in a small clonal fraction of 2.2% cells. However, at the time of acquired resistance 

we observed a focal copy number gain of 2 to 10 Mbp surrounding the MCL1 locus in 

50% of the cells with nearly 12 copies in some clones suggesting a MCL1 dependency 

at disease progression. In addition, in a subclonal population of cells no MCL1 gain 

was observed but 1 copy loss of BCL2L11 locus was noted (Figure 37,A-B). 

Ex vivo venetoclax profiling performed on this patient confirmed a reduction in the 

sensitivity to venetoclax at time of relapse together with a MCL1 dependency as shown 

in Figure 37,C-D. While prior starting venetoclax therapy, low dose of drug (100 nM) 

was able to induce after 12h of exposure cell death in nearly 90% of primary MM cells 

(Figure 37,C), at progression, only 30% of MM cells were dead after 48 hours exposure 

to venetoclax (Figure 37,D, third panel). Of note, the MCL1 inhibitor S63845 was able 

to induce cell death in 30% of the cells but the combination of the two showed an 

additive effect and ability to induce cell death of 70% of primary cells (Figure 37,D, 

second and fourth panels).  

Next, we wanted to investigate whether MCL1 over-expression was sufficient to 

trigger venetoclax resistance in MM cells. MCL1 was overexpressed in the KMS12PE 

BCL2-dependent cell line with a V5 tag (Figure 37,E). As shown in Figure 37,F, MCL1 

overexpression is sufficient to induce resistance to venetoclax. Of note, BIM co-IP 

confirmed that the overexpressed free MCL1 acts as sink for the venetoclax released 
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BIM from BCL2 and this induced BIM priming of MCL1 making the cells sensitive to 

the combination of BCL2 and MCL1 inhibitors (Figure 37,G). 

Consistent with the increased MCL1 mRNA expression at progression and the co-

existence of BCL2 and MCL1 dependent clones scATAC profiling of this patient 

(MM02) also demonstrated increased chromatin accessibility at the MCL1 locus at 

progression in most but not all cells with the persistence of a BCL2 dependent clone 

(Figure 38,A-C). Consistent with a branching evolutionary model, cell trajectory 

analysis and pseudotime ordering of cells using Cicero (Pliner et al., 2018) revealed the 

emergence over time of an MCL1 dependent clone as the disease evolved from its 

original BCL2 dependent cluster at pseudotime T0 (Figure 38,D,E). 

 

Légende Figure 36 - BCL2 Asp111Ala mutation induces venetoclax resistance 

A, Single cell copy number analysis pre- (top) and post venetoclax at disease progression (bottom) for patient MM04. The 

chromosomes are linearly represented on the x-axis at a 2Mb resolution. The rows indicate CNV events per cells and cell clusters. 

The color code indicates number of copies from blue to red and is explained on the right. B, Sanger sequencing results indicating 

the nucleotide sequences of our region of interest (exon2 of BCL2) and confirming the DNA variation in the KMS12PE transfected 

with the D111A mutant vs BCL2 WT. C, KMS12PE cells were transfected with empty vector (KMS12PE_EV), BCL2 WT 

(KMS12PE_BCL2_WT) or BCL2 D111A mutant (KMS12PE_BCL2_D111A) followed by 24hours of venetoclax (0-200 nM). Cell 

viability was assessed by MTT assay. Results represent the mean±SD of three independent experiments. D, Immunoblot of BIM 

and BCL2 in KMS12PE_EV, KMS12PE_BCL2_WT and KMS12PE_D111A_mutant after 6h of venetoclax treatment (0-100 nM) and 

following BCL2 overnight immunoprecipitation. Of note, venetoclax is able to displace BIM from BCL2 only in the WT KMS12PE 

but not in the D111A mutant. E, BCL2 c.332T>G (p.Asp111Ala) digital PCR analysis on MM04. As shown on the right the BCL2 

D111A mutant was detected only at the time of progression (1.1% VAF). F, Computational analyses and molecular dynamic 

simulations models on venetoclax binding to WT_BCL2 (green) and mutant D111A_BCL2 (purple). Of note, the D111A mutation 

increased the flexibility of the BCL2 �3 helix with loss of intra-helical hydrogen bonding and increased excursions to a solvent-

exposed conformation which is unfavorable for venetoclax binding. 

Légende Figure 37 - Acquired MCL1 dependency or co-dependency induces venetoclax resistance 

A, Single cell copy number analysis pre- (top) and post venetoclax at disease progression (bottom) for patient MM02. The 

chromosomes are linearly represented on the x-axis at a 2Mb resolution. The rows indicate CNV events per cells and cell clusters. 

The color code indicates number of copies from blue to red and is explained on the right. B, Focal copy number gain of ~ 100 kbp 

surrounding the MCL1 locus on 1q. Of note, a gain was present in a small clonal fraction of cells (2.2%) pre-treatment (on top) 

while the amplification is found in 50% of clones at time of progression (on bottom). C and D, Ex vivo venetoclax profiling of 

MM02 primary cells pre- (panel C) and post-venetoclax (D). Cells were treated with venetoclax (100nM) for 12-48hours and/or 

the MCL1 inhibitor S63845 (50nM) for 48hours. Cell death was assessed in CD138 positive cells by Annexin V staining. Percentage 

value represents fraction of live cells after each treatment. E, Immunoblot of MCL1 and V5 tag in KMS12PE cells transfected 

with_EV (KMS12PE_EV) or MCL-1-V5 (KMS12PE_MCL1). F, Cell viability results assessed by MTT assay in KMS12PE_EV and 

KMS12PE_MCL1 over-expressed cells treated with venetoclax (0-1000 nM) for 24hours. Results represent the mean±SD of three 

independent experiments. G, Immunoblot of MCL1 and BCL2 in KMS12PE cells transfected with_EV (KMS12PE_EV) or MCL-1-

V5 (KMS12PE_MCL1) after 6h of treatment with venetoclax (0-200 nM) and/or the MCL1 inhibitor S63845 (0-200 nM) following 

BIM overnight immunoprecipitation. 
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Figure 36 - BCL2 Asp111Ala mutation induces venetoclax resistance (légende page précédente). 
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BCL2L1 REARRANGEMENTS WITH LOSS OF BCL2 DEPENDENCY LEADS TO 

VENETOCLAX RESISTANCE 

As gains and losses only partially recapitulate the observed resistance to venetoclax, 

whole genome sequencing analysis was also used to search for structural variants. Of 

interest, we found BCL2L1 rearrangements leading to upregulation of BCL2L1 in the 

post-treatment samples of two patients (MM01 and MM03). As shown in Figure 39,A 

in patient MM01, characterized by high BCL2L1 expression (AvgLogFC=0.7, p<1E-4) 

but low copy number, we found a novel translocation between IgL enhancer on 

chromosome 22 (chr22:22,960,001-22,980,000, hg38) and the BCL2L1 locus on 

chromosome 20. The same translocation was also found in independent ATAC 

sequencing reads (Supplementary Fig. S4A, Figure 43). Of note, the BCL2L1-IgL 

translocation was accompanied by focal gains in copy number on chromosome 22 

(Figure 39,B) as well as a newly opened chromatin region in the resistant sample 

(Supplementary Fig. S4B, Figure 43). Furthermore, in patient MM03, we found a novel 

rearrangement juxtaposing BCL2L1, and CCND1 on chromosome 11. As shown in 

Figure 39,C, CCND1 locus on chromosome 11 was translocated with IgH on 

chromosome 14 as a result of t(11;14). This rearrangement was accompanied by 

genomic gains of BCL2L1, 3’ to the rearrangement in 67% of the cells (297/440). Of 

note, in the same cells, we found an additional copy (n=4) of chr11 matching the two 

breakpoints: 5’ of MYEOV for the t(11;14), and 3’ of MYEOV for the t(11;20) (Figure 

39,D). The same rearrangement involving BCL2L1 and CCND1 was also found in 

independent ATAC sequencing reads (Supplementary Fig. S4C, Figure 43).  

Ex vivo functional assay performed on these samples further confirmed the loss of 

BCL2 dependency and venetoclax resistance of these patients. Data for MM01 are 

shown in Figure 39,E,F. 

Taken together, our data suggest that complex genomic rearrangements involving 

BCL2L1 can drive aberrant malignant circuitry endowing resistance to anti-BCL2 

agents in MM cells. 
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Figure 39 - BCL2L1 rearrangements with loss of BCL2 dependency leads to venetoclax resistance. A and C, these circos 

plots show the key translocations and copy number abnormalities found in patient MM01 and MM03, respectively. The 

chromosomes are arranged around the circle starting from the top at chromosome 1 and continuing clockwise to chromosome 

22. The outer circle indicates the pre-venetoclax sample, the inner circle the post-venetoclax. B and D, Paired-end sequencing 

representation of scCNV data at breakpoints locations proximal to BCL2L1 and IgL loci for MM01 and MM03 respectively. The 

lines represent DNA fragments mapping to both chromosomes. The color codes from blue to red in all panels indicates the 

number of copies identified in each cell clusters and has been generated by using the CellRanger DNA Loupe software. E, F Ex 

vivo venetoclax profiling of MM01 primary cells pre- (panel E) and post-venetoclax (F). Cells were treated with venetoclax 

(200nM) and/or the MCL1 inhibitor S63845 (100nM) for 24hours. Cell death was assessed in CD138 positive cells by Annexin V 

staining. Percentage value represents fraction of live cells after each treatment. 
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2.6. DISCUSSION  

Treatment of MM patients in the relapsing setting remains very challenging, 

primarily due to the heterogeneity of disease at relapse and the absence of clear 

biological-based recommendations regarding the choice of salvage therapies. As such, 

there is an unmet need for targeted therapy as a way of overcoming resistance to 

current therapies and improving patient outcomes.  

Venetoclax is a potent and selective inhibitor of BCL2 that has showed significant 

activity, as both a single agent and in combination with other therapies in RRMM 

(Kumar et al., 2017b; Moreau et al., 2017b), particularly in those harboring t(11;14), 

which express high levels of BCL2 relative to BCLxL and MCL1 (Kumar et al., 2017b). 

However, despite the clinical efficacy treatment resistance still occurs and is an 

important cause of treatment failure. One of the possible explanations for this 

phenomenon is the fact that the expression of BCL2 family members in MM cells is 

heterogeneous, and upregulation of alternate pro-survival proteins such as MCL1 or 

BCLxL results in a relative resistance of malignant plasma cells to venetoclax killing 

(Punnoose et al., 2016; Seiller et al., 2020). Furthermore, the development of venetoclax 

binding site mutations (Gly101Val, Asp103Tyr, and Phe104Ile) have recently emerged 

as important contributors to resistance in CLL and FL patients. Therefore, 

understanding the underlying cellular and genomic mechanisms that contribute to 

these modes of resistance is central to optimizing the use of this effective therapy.  

Intra-tumor heterogeneity is a common feature across diverse cancer types 

including MM (Melchor et al., 2014). Dynamic genetic and epigenetic changes among 

intra-tumoral sub-populations over time and following therapy present also a key 

challenge to cancer treatment (Gerlinger et al., 2012). Therefore, understanding this 

variability within and across patients is critical for the identification of mechanism of 

drug resistance.  

In this study we have integrated multiple single-cell approaches in paired samples 

of RRMM patients treated with venetoclax to unmask the genetic and epigenetic 

modifications contributing to venetoclax resistance. As such, scRNAseq, scCNVseq as 

well as single cell ATAC-seq were performed on primary MM cells collected from 

patients treated with venetoclax prior to initiation of therapy and at disease 

progression. By performing this comprehensive multi-omics approach we identified 

numerous changes in both pro-apoptotic and anti-apoptotic family members, 

including BCL2, MCL1, BCL2L11, PMAIP1 and BBC3 at the time of venetoclax 
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resistance. However, these changes were neither mutually exclusive nor universal 

across the samples tested, confirming that MM is particularly heterogeneous with 

respect to anti-apoptotic protein dependencies and the expression patterns of these 

molecules by itself cannot be used as biomarkers to predict response to venetoclax.  

Of note, we report for the first time in MM a new mutation (D111A) on exon 2 of 

BCL2 proximal to the hydrophobic groove where venetoclax binds. As previously 

reported for the other venetoclax binding site mutations (Gly101Val, Asp103Tyr, and 

Phe104Ile) reported in CLL and FL patients (Blombery et al., 2019), the mutation was 

sub-clonal and present at low allele frequency (AF) at time of disease progression. 

Given the observed sub-clonality of the BCL2 D111A mutation we have functionally 

characterized the effect of the mutation on impairing the binding of venetoclax to 

BCL2 and extensively validated in vitro its role in the development of venetoclax 

resistance. VAF is the result of cell-intrinsic fitness advantages or cell-extrinsic factors 

such as immune or environmental (Rozhok and DeGregori, 2015). It depends on the 

sample’s tumor content, the hetero- or homozygous status, the copy number variation 

of the considered locus, and the clonal or sub-clonal nature of the mutation. Although 

tumor cell content may also account for the low VAF observed in the D111A mutation, 

our results indicate that most BCL2 mutations accumulate in sub-clones, reflecting 

ongoing genomic instability in MM cells.  

Notably, we also observed an MCL1 locus copy number gain associated with 

increased gene expression in several patients at the time of disease progression and 

venetoclax resistance. MCL1 dependency has been shown to increase at relapse in MM 

(Gomez-Bougie et al., 2018) and MCL1 over-expression is frequently due to either gene 

amplification (1q amplification) or oncogenic pathways (Beroukhim et al., 2010). In our 

study, we observed that in one patient, MCL1 was locally amplified but the 

amplification didn’t encompass CKS1B. This finding could partially explain why some 

patients are sensitive to MCL1 inhibition irrespective of their 1q21 status assessed by 

FISH (Slomp et al., 2019). However, the exact molecular mechanism by which the 

significant and focal MCL1 amplification occurred (e.g. double-minute chromosome, 

breakage-fusion-bridge mechanism) remains to be elucidated. Furthermore, since cells 

that are not bearing the MCL1 amplification have lost one copy of BCL2L11 encoding 

BIM, it appears that clonal selection during the course of the disease could have 

favored MCL1 dependency. Therefore, our data provide a strong rationale for 

combination therapies using BCL2 and MCL1 inhibitors. Two MCL1 inhibitors 

(AMG176 and AZD5991) have recently demonstrated anti-MM activity in a MCL1-
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dependent manner in preclinical studies, and are currently being evaluated in early 

phase trials (NCT02675452, NCT03465540 and NCT03218683) (Caenepeel et al., 2017; 

Hird et al., 2017). However, caution should be taken regarding the potential toxicity of 

such approaches, especially after the recent cardiac toxicity signal observed with 

AMG176. 

Lastly, we report that two complex rearrangements involving BCL2L1 can 

significantly affect cell death induced by venetoclax. In one patient, BCL2L1 was found 

translocated with the IgL enhancer – t(20;22). In the other one, we describe a novel 

CCND1-BCL2L1 translocation in a t(11;14) patient. It is not clear whether the 

translocation is juxtaposing BCL2L1 to der(14) and the immunoglobulin heavy chain 

enhancer. The genomic gain of 1Mbp at BCL2L1 in the same sample is also a potential 

driver of BCL2L1 expression. To the best of our knowledge, this is the first report of 

translocations of BCL2L1 as a mechanism occurring during MM progression under 

venetoclax. BCL2L1 was found translocated with IgH in one patient from the 

CoMMPASS cohort (Barwick et al., 2019), but was never reported with IgL. Genomic 

instability with the identification of a complex mutational landscape and a branching 

pattern of clonal evolution represents a hallmark of MM cells (Neri and Bahlis, 2013). 

Here we reported on how genetic changes involving BCL2L1 provide growth 

advantage of the fittest clone and promote the acquisition of venetoclax resistance 

leading to disease progression. 

To our knowledge, this is the first study to describe BCL2 mutation, MCL1 gain and 

BCL2L1 rearrangements as major causes of resistance to BCL2 inhibition in MM. 

Altogether, our data suggest that venetoclax resistance in MM is a heterogeneous 

phenomenon, both between and within individual patients. Constitutive 

overexpression of these pro-survival proteins in MM results from a range of 

microenvironmental signals and different genetic lesions. This complex regulation of 

MCL1, BCL2, and BCLxL offers multiple direct and indirect targets for therapeutic 

intervention. Therefore, early therapeutic interventions targeting these branching 

clones may enhance venetoclax efficacy and improve survival in venetoclax treated 

MM patients. In addition, our study emphasizes that early detection and dynamic 

monitoring of these abnormalities is essential for the clinical management of these 

patients and should be consider prior to initiate therapy since the sequence of these 

therapies may influence patterns of resistance.  
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2.7. SUPPLEMENTARY FIGURES 
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Figure 40 - D111A BCL2 mutation in primary MM cells contributes to resistance to venetoclax. 

A,B Ex vivo venetoclax profiling of MM04 primary cells pre- (panel A) and post-venetoclax (B). Cells were treated with 

venetoclax (0-1000nM) for 24hours. Cell death was assessed in CD138 positive cells by Annexin V staining. Percentage value 

represents fraction of live cells after treatment. 
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Supplementary Figure 2

Figure 41 - BCL2 c.332T>G (p.Asp111Ala) digital PCR analysis on KMS12PE control MM cell line. 

KM12PE cell line were transfected with empty vector (A) or the D111A BCL2 mutant (B). As expected, the BCL2 D111A 

mutant was detected in the KMS12PE_BCL2_D111A with a VAF of 58%. 
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Supplementary Figure 3
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Figure 42 - Effect of D111A BCL2 mutation on the binding of biotin-tagged venetoclax molecules to BCL2.  

A, Two venetoclax molecules with biotin tags were generated by using a short (BR-1-42) and long linker (BR-2-54) to allow 

biotin immunoprecipation experiment. B, Streptavidin pull-down assay was performed and immunoblot of BCL2 and FLAG 

measured to examine the impact of this D111A BCL2 mutation on the binding of biotin-tagged venetoclax molecules to BCL2. Of 

note venetoclax co-pulled down with WT but not with D111A mutant BCL2 confirming the impaired binding of venetoclax to 

BCL2 predicted by the dynamic simulation studies. 
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Figure 43 – BCLxL / BCL2L1 rearrangements confirmed by ATAC-Seq data (légende page suivante). 
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Légende de Figure 43 – BCLxL / BCL2L1 rearrangements confirmed by ATAC-Seq data. 

A, Representation of ATAC paired-end sequencing reads of MM01 mapping to BCL2L1 (left) and IgL (right) translocation 

breakpoints on chr20 and chr 22, pre- (top) and post-venetoclax (bottom panel). Genomic reads are colored by strand and grouped 

by chromosome of mate.  

B, Chromatin accessibility track of MM01 pre- (top) and post-venetoclax (bottom panel) in MM01. Of note, two novel opened 

regions map to the breakpoint location.  

C, Representation of ATAC paired-end sequencing reads of MM03 mapping to CCND1 (left) and BCL2L1 (right) translocation 

breakpoints on chr11 and chr 20, pre- (top) and post-venetoclax (bottom panel). Genomic reads are colored by strand and grouped 

by chromosome of mate. 
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3. ÉTUDE D’ASSOCIATION ENTRE PROFILS TRANSCRIPTOMIQUES ET 

BIOMARQUEURS D’IMAGERIE PAR TEP-FDG 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe de recherche en oncologie 

nucléaire des Pr Françoise Kraeber-Bodéré et Michel Chérel. Il fait l’objet d’une 

présentation « poster » au congrès de l’ASH 2020 (Alberge et al., 2020b). L’étude est 

portée par l’équipe d’imagerie médicale, par l’équipe de recherche du Dr Stéphane 

Minvielle et par le service d’hématologie du CHU de Nantes avec Dr Cyrille Touzeau 

et Pr Philippe Moreau. J’ai réalisé les analyses de données RNA-seq et les analyses 

statistiques. Les données d’imagerie sont fournies et interprétées par l’IFM, Dr Bastien 

Jamet, Dr Clément Bailly, Dr Thomas Carlier, Dr Caroline Bodet-Milin. 
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3.1. INTRODUCTION 

INTÉRÊT DE LA TEP-FDG DANS LE MYÉLOME MULTIPLE 

L’imagerie par tomographie à émission de positron (TEP) au 18F-fluorodésoxy-

glucose (FDG) est recommandée par l’IMWG depuis 2017 au diagnostic et au cours du 

traitement du myélome multiple (Cavo et al., 2017). Cette technique d’imagerie évalue 

à la fois les lésions osseuses actives et les sites de prolifération extra-médullaire. 

Plusieurs biomarqueurs pronostiques sont extraits de la TEP-FDG : nombre de lésions 

focales, présence ou non de maladie extra-médullaire (EMD), para-médullaire (PMD), 

absorption maximale standardisée de glucose (SUVmax) (Moreau et al., 2017a; Abe et 

al., 2019; Jamet et al., 2019b). Pour autant, 10 à 20% des scanners sont négatifs au 

diagnostic et l’étendue des connaissances sur les liens entre aspects moléculaires de la 

maladie et biomarqueurs d’imagerie reste limitée.  

ASSOCIATION DE L’IMAGERIE ET DES PROGRAMMES TRANSCRIPTOMIQUES 

Les approches transcriptomiques et d’imagerie sont opposées par nature : les 

biomarqueurs d’imagerie sont calculés aux endroits de prolifération tumorale ou de 

forte avidité pour le FDG, alors que la ponction de moelle n’est pas dirigée sur les 

lésions ostéolytiques, en général dans le sternum ou la crête iliaque. On considère que 

les cellules étudiées en RNA-seq sont des cellules « circulantes » de la moelle osseuse, 

alors que l’imagerie montre une hétérogénéité spatiale y compris intra-lésionnelle 

(Figure 44). Enfin, certaines TEP sur lesquelles aucune anomalie significative de 

fixation du FDG n’est mise en évidence sont dites « normales » (ou négatives) malgré 

le diagnostic clinique établi notamment par la présence de plasmocytes tumoraux dans 

la ponction de moelle osseuse. 

 

Figure 44 - Hétérogénéité tumorale intra-lésionnelle de fixation en TEP-FDG. Image de l’équipe 

d’oncologie nucléaire du CRCINA, Nantes. 
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Puisque les deux techniques (transcriptomique et imagerie) identifient des groupes 

de patient à haut risque et qu’elles reflètent au moins un clone ancestral commun, il 

est possible que les caractéristiques des deux se recoupent partiellement et aient un 

intérêt pronostique complémentaire. Dans ce domaine, peu de choses sont connues. 

Le groupe de Little Rock montre que l’hexokinase-2 HK2 (voir Figure 10 page 26) est 

fortement sous-exprimée chez les patients négatifs à la TEP-FDG mais positifs à la 

séquence de diffusion, une forme d’IRM corps entier (Rasche et al., 2017a). Cela 

suppose que les « faux-négatifs » ont un métabolisme d’assimilation du glucose non-

canonique, ou une prolifération moins dépendante du glucose. Toutefois, le 

mécanisme de répression de l’HK2 et la voie de prolifération empruntée ne sont pas 

connues. De plus, cette étude ne traite pas des « faux-négatifs » pour lesquels ni TEP 

ni IRM ne détectent de maladie au diagnostic. Quant aux sept sous-groupes 

moléculaires (CD-1, CD-2, HY, LB, MF, MS, et PR) et à la signature de haut-risque 

GEP70, le même groupe de Little Rock montre que les sous-groupes PR, MF, et GEP70 

présentent plus de maladie extramédullaire (EMD) (Usmani et al., 2012). Le groupe 

MS / t(4;14) est aussi de mauvais pronostic pour la survie mais n’est pas associé à 

l’EMD, ce qui montre que les deux biomarqueurs n’identifient pas les mêmes patients. 

Ces études n’ont pas été reproduites par d’autres groupes de recherche : qu’en est-il 

dans la cohorte CASSIOPEIA / CASSIOPET ? Aussi, la distinction entre maladie 

paramédullaire et extramédullaire n’était pas faite par l’UAMS. Quelles sont les 

caractéristiques des deux groupes de maladies ? Enfin, comment caractériser les TEP 

normales au-delà de la diminution d’HK2 ? 

3.2. MÉTHODES 

Un groupe de 136 patients de CASSIOPET, une étude parallèle (companion study) à 

la cohorte CASSIOPEIA (ClinicalTrials.gov, NCT02541383) a été soumis à une 

quantification du transcriptome (RNA-seq) sur cellules de myélome purifiées de la 

moelle osseuse au diagnostic en plus de l’imagerie par TEP-FDG. Le séquençage se fait 

sur NovaSeq 6000 à 100 millions de reads par individu sur le site nantais. Les reads 

sont alignés avec STAR v2.7.3 sur hg38 et sont annotés sur ENSEMBL v99. Les 

signatures moléculaires (Zhan et al., 2006; Shaughnessy et al., 2007) sont calculées 

d’après données normalisées et standardisées (log2 du nombre de transcrits par 

million (TPM), centré réduit). Le facteur TPM est calculé sans tenir compte des gènes 

des immunoglobulines définis par la base de données d’anticorps et 

d’immunoglobulines IMGT (Barwick et al., 2019). L’argument maximum de la 

moyenne pondérée est utilisé pour assigner une classe moléculaire à un patient.  
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Pour la classification à haut risque, on utilise le seuil de 0,5 sur la moyenne signée 

qui correspond au même pourcentage de patients que dans la publication de l’UAMS 

(13%). On utilise la normalisation vst (variable stabilizing transformation) du paquet 

R DESeq2 pour la représentation graphique des données normalisées. Le taux de 

pureté en plasmocytes et le centre collecteur (fondation néérlandaise HOVON ou IFM) 

sont systématiquement inclus dans la modélisation linéaire de DESeq2. Sur les 

données d’imagerie, on retient comme variables : le rendu (TEP normale/anormale, 

variable binaire), la présence d’EMD ou de PMD (variables binaires), le nombre de 

lésions focales (variable de classe ordonnée : 1, 2, 3, 4, 5 à 10, >10), et la SUVmax 

(variable continue positive supérieure à 1). On utilise un test de wilcoxon pour une 

variable continue entre deux classes, un test de Kruskal-Wallis avec test post-hoc de 

Dunn entre plusieurs classes. On teste l’association entre deux variables de classe par 

un test du c2 ou un test exact de Fisher selon le nombre d’observations. On considère 

un résidu du test du c2 ≥ 2 en valeur absolue comme post-hoc. On utilise le test de 

tendance de Cochran-Armitage pour les variables de classes ordonnées, et le test de 

Wald du paquet R/DESeq2 pour identifier les gènes dont l’expression varie entre les 

conditions du test (H0 : log2FC=0). Pour les analyses de survie, la durée sans 

événement est calculée de la date de randomisation à la date de l’événement ou à la 

dernière date de suivi. Le hazard ratio est calculé selon un modèle de Cox univarié. 

Les courbes de survie sont calculées selon la méthode de Kaplan-Meier. Les valeurs p 

ajustées selon la méthode de Benjamini-Hochberg et inférieures à 0,05 sont considérées 

comme significatives. 

3.3. RÉSULTATS 

La classification moléculaire fonctionnelle de l’UAMS est présentée en Figure 45, 

panel A et montre une proportion de patients comparable aux études précédentes 

(Zhan et al., 2006; Broyl et al., 2010). La proportion de patients à profil d’expression à 

haut risque est représentée en Figure 45, panel B. Les variables d’imagerie utilisées 

pour l’analyse sont présentées sur les panels C à H de la même figure et sont fournies 

par l’IFM. La TEP-FDG est positive pour 109 patients sur 139 (79%), dont 20 (14%) et 

16 (12%) présentent également une PMD ou une EMD respectivement. 
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Figure 45 – Répartition des variables de RNA-seq et d’imagerie au TEP-FDG. Chaque échantillon (N=139) est attribué à 

une des catégories des classifications suivantes : moléculaire d’après (Zhan, 2006) (a.), GEP70 de haut risque d’après 

(Shaughnessy, 2007) (b.). Les consommations maximales de glucose (SUVmax) sont indiquées dans la moelle osseuse (c.) et dans 

les lésions ostéolytiques (d., N=92). Les TEP sont classées en catégories normales ou anormales (e.), avec maladie para-médullaire 

(f.), extra-médullaire (g.) et selon le nombre de lésions ostéolytiques visibles à l’examen (h.). 

Tableau 8 - Analyse de survie sans progression (PFS) univariée d’après un modèle de cox. HR : Hazard ratio ; conf : intervale 

de confiance ; LRT : likelihood ratio test. La significativité liée aux variables d’imagerie est corrigée pour les tests multiples. 

 
Beta HR (95% conf) LRT LRT p-value Adj.p-value Signif. 

PET 

(Normal or abnormal) 

-2 0,14 (0,019-1) 7 0,008 0.01 * 

EMD  

(Extra-medullary disease) 

1,2 3,3 (1,4-7,8) 5,7 0,02 0.03 * 

PMD  

(Para-medullary disease) 

1,5 4,6 (2-11) 11 0,0009 0.005 ** 

SUVMax≥4 

(Bone marrow SUVmax) 

0,38 1,5 (0,65-3,3) 0,8 0,4 0.4 
 

FL>3 

(Number of focal lesions) 

1,1 3,1 (1,4-7,1) 7,9 0,005 0.0125 * 

Molecular Class 
  

7,6 0,3  
 

CD-1 -1 0,4 (0-3,1) 
  

 
 

CD-2 -0,3 0,7 (0,2-2,5) 
  

 
 

LB -1,2 0,3 (0-2,5) 
  

 
 

MF 0,1 1,1 (0,1-9,2) 
  

 
 

MS 0,2 1,2 (0,4-3,7) 
  

 
 

PR 0,9 2,4 (0,8-7,3)  

GEP70 

(High risk or normal) 

1,4 4,1 (1,7-9,5) 8,6 0,003  ** 
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INTÉRÊT PRONOSTIQUE DE L’ASSOCIATION DES VARIABLES D’IMAGERIE ET 

D’EXPRESSION 

La médiane de suivi est de 26 mois (95% : 21 - 33 mois), durant lesquels 25 patients 

(18%) progressent et 9 décèdent (6%). Les analyses de survie sont limitées à la PFS, 

l’OS a été écartée en raison du nombre restreint d’événements. L’analyse univariée de 

Cox (Tableau 8) montre que l’imagerie et l’expression génique ont un caractère 

pronostique pour la progression. En particulier, la PMD et la signature de haut risque 

GEP70 sont fortement associées à la rechute (respectivement HR_PMD=4,6, CI : [2-11], 

et HR_GEP70=4,1 (1,7-9,5)).  

La combinaison de la PMD et de la GEP70 en un modèle multivarié de Cox 

(p=0.0004) montre l’indépendance des deux variables pour prédire la rechute (Figure 

46, panel A, PMD : HR=3,5, CI=[1,5-8,5], p=0,005, GEP70 : HR=2,9, CI=[1,2-7], p=0,02). 

Pour analyser le caractère additif de la PMD et la GEP70, les patients ont été 

stratifiés sur la base de la PMD et de la GEP70 pour définir quatre classes : la classe 

double-positive PMD et GEP70 (n=8), la classe double-négative (n=108), et les classes 

PMD seule (n=12) et GEP70 seule (n=11). Les courbes de Kaplan-Meier en Figure 46, 

panel B, montrent que la stratification fait émerger un groupe à très haut risque de 

progression : les patients « doubles positifs » (PFS médiane inférieure à 18 mois, p=9E-

7). Le mauvais pronostic du groupe PMD et GEP70 double-positif est indépendant de 

l’ISS et du R-ISS (resp. p=5E-4 et p=5E-5). Par ailleurs, les 8 doubles-positifs sont 

répartis sur les trois classes de la R-ISS : R-ISS I :1 patient, R-ISS II : 4 patients et R-ISS 

III : 3 patients. 

Parmi les patients à TEP anormale, les patients positifs GEP70 (GEP70pos) 

présentent une PMD plus fréquente que les GEP70-négatifs (GEP70neg, p=0,003, 

Figure 46, panel C) mais la majorité des patients à PMD sont GEP70neg. Le groupe 

proliférant (PR) est également associé à la PMD. Par ailleurs, aucun des patients du 

groupe à faible maladie osseuse (LB) ne présente de PMD malgré une TEP anormale 

(Figure 46, panel D, non-significatif). Une analyse parallèle comparable pour l’EMD 

montre une absence d’association statistique entre EMD et GEP70 ainsi qu’entre EMD 

et classification moléculaire (Figure 46, panels E et F). 

Pris ensemble ces résultats montrent que le caractère pronostique de la PMD 

s’additionne à celui de la GEP70 pour définir un groupe de patients à très haut risque 

de progression. 
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Figure 46 - Maladie para-médullaire et signature GEP70 définissent un groupe à très haut risque de progression. a. Graphe 

de forêts multivariées sur la survie sans progression. b. Courbe de Kaplan-Meier de la survie sans progression stratifiée par risque 

GEP70 et la PMD. c, d. Répartition des patients présentant une maladie para-médullaire à l’inclusion en fonction du risque GEP70 

(c) et de la classsification moléculaire (d). La couleur représente la présence (rouge) ou l’absence (bleu) de PMD. e, f. 

Représentation de la maladie extra-médullaire (EMD) selon les codes couleurs de C, B. 
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TEP NORMALE ET EXPRESSION DES GÈNES DU MÉTABOLISME DU GLUCOSE 

Par opposition à la PMD, la TEP normale (négative) est de bon pronostic. Pour 

chercher à comprendre quels patients sont susceptibles de présenter une TEP normale 

au diagnostic, et pour affiner le bon pronostic conféré par la faible avidité pour le FDG, 

nous avons étudié l’expression des transporteurs de glucose (GLUTs, famille SLC2A) 

et des hexokinases (HKs) dans la cohorte. SLC2A2 et SLC2A4 sont peu exprimés (<0.02 

TPM en moyenne) et ont été retirés de l’étude. HK2, première enzyme de la glycolyse, 

est plus faiblement exprimée chez les patients à TEP normale (Fold Change = 2.0, 

p=0.04, Figure 47 panel A), tout comme GLUT5 (SLC2A5, FC=4.2, p=7E-4) qui code 

pour un récepteur canonique du fructose mais pas du glucose. À l’inverse, SLC2A3 

(GLUT3) est sur-exprimé chez les patients à TEP normale (FC=2.0, p=0.003). 

L’expression des GLUTs et HKs est dérégulée entre TEP normales et anormales, ce qui 

suggère que les caractéristiques moléculaires des patients pourraient différer entre ces 

deux groupes. 

Pour comprendre quels sous-groupes de myélomes sous plus susceptibles de 

présenter une TEP normale, nous avons exploré les deux classifications GEP70 et 

UAMS. La classification GEP70 s’avère indépendante de l’expression des GLUTs et 

HKs (Figure 47, panel B), ainsi que de la TEP normale (Figure 47, panel C). TEP 

normale, de bon pronostic, et GEP70, de mauvais pronostic, semblent se compléter en 

analyse de Kaplan-Meier et dans un modèle multivarié de Cox (Figure 47, panels D et 

E) et séparent deux groupes presque disjoints de patients (2 patients sur 139 ont une 

TEP normale et une GEP70 de haut risque).  

La combinaison linéaire des GLUTs et HKs significatives permet de séparer TEP 

normales et anormales mais ne gagne pas en puissance statistique par rapport à 

SLC2A5 seule (Figure 47, panel F), et la somme de l’expression des GLUTs et HKs est 

indépendante de la TEP normale (Figure 47, panel G). 

La classification moléculaire de l’UAMS, au contraire, est statistiquement associée 

au rendu de l’imagerie TEP (Figure 47, panels H et I). En particulier, le groupe LB 

présente plutôt des TEP normales (p<0.05), et une sous-expression de l’HK2 (p=9E-4) 

et de GLUT5 (p=1.6E-5) par rapport au groupe de référence HP. En résumé, la 

classification moléculaire du myélome est associée à la TEP normale et à la 

dérégulation des gènes du métabolisme du glucose. 
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Figure 47 - Les TEP négatives sont associées à une dérégulation des programmes transcriptionnels incluant le métabolisme 

du glucose. a. Comparaison de l’expression des hexokinases (HKs) et des transporteurs de glucose (GLUTs) dans les myélomes 

à TEP normales ou anormales. b. Comparaison de l’expression des HKs et GLUTs entre myélomes à haut risque et à risque normal 

d’après la signature GEP70. c. Répartition des TEP normales entre myélomes à haut risque et myélomes à risque normales d’après 

la signature GEP70. h. Courbe de Kaplan-Meier de la survie sans progression (PFS) combinée entre TEP normales et score de haut 

risque. i. Graphique en forêt multivariée sur les TEP et GEP70 sur la survie sans progression. f. Moyenne pondérée des HKs et 

GLUTs dérégulées entre TEP normales et anormales. g. Somme comparée des HKs et GLUTs entre TEP normales et anormales. 

H. Répartition des TEP normales parmi les sous-groupes UAMS. I. Niveaux d’expression des HKs et GLUTs parmi les groupes 

de la classification moléculaire UAMS. 
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La classification moléculaire des patients à TEP normale est concentrée sur les 

patients LB, mais elle ne suffit pas à caractériser spécifiquement la normalité de la TEP 

au diagnostic. Une analyse différentielle de l’expression génique a donc été réalisée 

avec DEseq2 et montre que 1 202 gènes sont dérégulés entre les deux conditions. Les 

gènes moyennement à fortement exprimés (≥500 ARNm en moyenne) et sur lesquels 

la condition a un effet important (Log2FC ≥ 1 en valeur absolue) sont présentés en 

Figure 48. Le criblage de banques de gènes par Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

avec MSigDB est présenté en Figure 49. L’analyse d’ontologie montre qu’une partie 

des patients à TEP anormale (Figure 48, gauche et Figure 49, A) présente une signature 

de prolifération importante, alors que l’autre partie surexprime des antigènes de 

lymphocytes (CD19, TNFSF8/CD30L, TNFSF10/TRAIL) et SLC2A5/GLUT5. À 

l’inverse, les TEP normales (Figure 48, droite et Figure 49, B) présentent une ontologie 

de machinerie cellulaire (sécretion, membrane, exocytose), et une expression régulière 

de SLC2A3/GLUT3 en accord avec la Figure 47. 

 

 

Figure 48 - Analyse d’expression différentielle entre TEP anormales (colonnes de gauche) et normales (droite). Les gènes 

représentés sont moyennement à fortement exprimés (≥500 comptes en moyenne), significativement sur- ou sous-exprimés (resp. 

lignes oranges et vertes) avec un log2foldchange ≥ 1 en valeur absolue et une pval ajustée < 0.05. Les gènes de la famille des 

transporteurs de glucoses SLC2A sont encadrés. 
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Figure 49 - Analyse d'ontologie des gènes différentiellement exprimés entre TEP normales et anormales. MSIGDB v7.2 a 

été utilisé séparément sur les gènes fortement surexprimés dans les TEP anormales (A, haut) et normales (B, bas). Les ensembles 

de gènes de Gene Ontology ont été utilisés et seuls les 10 plus significatifs avec FDR≤0.05 sont montrés. 



 

 
150 

3.4. DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nous montrons dans ce chapitre des associations originales entre rendus d’imagerie 

et expression génique dans le myélome, ainsi qu’un détail des profils moléculaires de 

TEP normales par rapport à l’état de la connaissance (Rasche et al., 2017a).  

Maladie para-médullaire (PMD) et signature d’expression de haut risque (GEP70) 

sont corrélées, contrairement à EMD et GEP70, ce qui suggère que ces deux types de 

lésions reflètent deux mécanismes liés à des mécanismes tumoraux distincts. La 

combinaison de la PMD et de la GEP70 en groupe « double-positifs » PMD et GEP70 

en fait un marqueur intéressant de patients à très haut risque (6%) indépendant du R-

ISS dans cette cohorte. De manière intéressante, le seul patient R-ISS de stade 1 mais 

double positif pour la PMD et la GEP70 a progressé en quatre mois et est décédé dans 

les deux ans. Des études supplémentaires devront évaluer ces modèles pour la survie 

globale, dans des cohortes supplémentaires et recevant d’autres traitements. 

L’association PMD et GEP70 n’est pas la première classification de très haut risque, on 

pourra également l’associer aux patients « Double-Hit » qui présentent une anomalie 

de TP53 bi-allélique ou une amplification du chr1q avec un R-ISS élevé (Walker et al., 

2019).  

La deuxième partie des résultats s’est focalisée sur la caractérisation du groupe de 

patients avec une TEP normale, ou négative, au diagnostic. Les patients à TEP normale 

sont plus susceptibles d’appartenir au sous-groupe LB (low bone disease) de la 

classification de l’UAMS, un résultat cohérent puisque le groupe LB est caractérisé par 

un faible nombre de lésions détectées à l’IRM, et les deux groupes sont de bon 

pronostic clinique. Cette observation n’avait pas été faite par les études précédentes et 

est probablement due à la différence entre la définition de « TEP normales » dans notre 

étude et celle des « TEP fausses-négatives » de l’étude de l’UAMS (Rasche et al., 2017a). 

Nous confirmons que les TEP normales sous-expriment HK2, et nous montrons que 

GLUT3 et surtout GLUT5 sont dérégulés dans une plus grande mesure que l’HK2 entre 

TEP normales et anormales. De façon plus générale, lorsqu’on étend l’analyse à 

l’ensemble des gènes, deux signatures transcriptomiques ressortent pour les MM à 

TEP positive : la première implique des gènes de prolifération (MKI67, PCNA, TOP2A, 

STMN1) et les groupes proliférant (PR et MS). La seconde implique GLUT5 et les 

antigènes de lymphocytes CD19, CD30L et TRAIL, ce qui suggère qu’un phénotype 

particulier est associé à l’avidité pour le glucose indépendamment de la prolifération. 

Cette observation pourra être validée au niveau protéique en cytométrie. 
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 En résumé, les TEP normales semblent liées à la fois à une prolifération moins 

importante et à un phénotype de différentiation B/plasmocytaire distinct, bien que 

leur caractérisation ne soit pas encore totalement élucidée. 

Les MM à TEP normale et faible SUVmax pourraient emprunter une voie 

métabolique alternative au glucose pour proliférer, comme le métabolisme 

glutaminique (Bolzoni et al., 2016), mais l’expression génique ne soutient cette 

hypothèse en général, sauf pour de rares patients qui expriment fortement les 

transporteurs glutaminiques. 

La forte expression de GLUT5/SLC2A5 est associée à la TEP positive. Ce résultat est 

inattendu puisque que GLUT5 ne transporte pas le glucose mais le fructose (Burant et 

al., 1992; Nomura et al., 2015). SLC2A5 est de manière générale le gène du métabolisme 

du glucose le plus discriminant entre TEP normales et anormales. La forte expression 

du GLUT5 dans les tissus avides pour le FDG est évoquée dans la littérature où elle est 

associée à la TEP fausse-positive (Bono et al., 2017) dans les tumeurs bénignes 

ovariennes ou « en désaccord » (discrepancy) avec une faible expression du GLUT1 dans 

le cancer du sein (Hamann et al., 2018). Des validations supplémentaires seront 

nécessaires pour expliquer le caractère artefactuel, non-habituel ou compensatoire de 

la forte expression de GLUT5 chez les patients avides pour le FDG. 

Nous avons donné ici un premier aperçu des associations statistiques de 

l’expression génique et biomarqueurs d’imagerie médicale. Nous confirmons d’abord 

que la sévérité de la pathologie se retrouve à la fois dans ses aspects moléculaires 

(signature de haut risque) et d’imagerie (présence de maladie para-médullaire), et que 

ces classes sont en fait liées voire s’additionnent. La TEP normale reflète 

l’hétérogénéité transcriptomique de la maladie via l’expression des GLUTs, HKs et par 

classification moléculaire. Finalement, des traceurs autres que le FDG pourront 

également aider à tisser plus de liens entre programmes d’expression génique et 

rendus d’imagerie médicale (Jamet et al., 2019b). 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Ma thèse contribue à la description de l’hétérogénéité génomique inter- et intra-

patient dans le myélome multiple, et fournit des exemples concrets de l’impact de la 

diversité génomique de cette tumeur sur les aspects cliniques de la maladie. 

1. DÉCOUVERTE DE NOUVEAUX BIOMARQUEURS ET ÉTUDE DE LA 

CHROMATINE 

Les travaux réalisés autour de la cartographie de l’hydroxyméthylation des 

cytosines (5hmC) sur l’ADN des cellules de myélome multiple sont novateurs. La 

distribution et le niveau de 5hmC étaient inconnus dans la plupart des tumeurs en 

2017 à l’initiation de ce projet. L’état général de la chromatine dans le myélome était 

aussi globalement inconnu et nos résultats viennent s’ajouter aux travaux d’autres 

groupes qui décrivent l’ouverture et l’activation de la chromatine (Jin et al., 2018; 

Ordoñez et al., 2020). Nous avons réussi à montrer que la 5hmC est bien présente dans 

le myélome multiple et qu’un niveau faible de 5hmC est associé à une sévérité plus 

élevée de la maladie, contrairement au niveau global de méthylation (5mC). Pour aller 

au-delà de la recherche fondamentale et faire du niveau global de 5hmC un 

biomarqueur, il faudra (1) tester les résultats préliminaires sur plus de patients, (2) 

s’assurer de la reproductibilité de la manipulation technique, et (3) l’intégrer dans une 

problématique clinique. 

1.1. DESIGN EXPÉRIMENTAL POUR QUANTIFIER LA 5HMC 

Notre étude a bénéficié de l’environnement structurant précieux de l’IFM pour la 

recherche. Ce réseau s’est assuré de l’homogénéité du traitement des échantillons 

biologiques de la cohorte clinique IFM/DFCI 2009, de la purification des plasmocytes, 

de l’extraction et la conservation de l’ADN ainsi que du suivi clinique d’un nombre 

important de patients. Dans notre étude en particulier, le nombre d’échantillons 

analysés a été fixé par des contraintes techniques et de coût et était sans doute 

insuffisant. Maintenant que nous connaissons mieux la distribution des niveaux de 

5hmC dans le myélome, nous pourrons adopter une approche similaire à celles des 

essais cliniques (Lachin, 1981) pour estimer le nombre d’échantillons suffisants pour 

tester nos hypothèses. 

En plus du nombre important d’échantillons nécessaires, nous devons nous assurer 

de la reproductibilité de la technique et des analyses. La reproductibilité de la 
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quantification de la 5hmC est facilitée par la publication de protocoles (Song et al., 

2011a; Traube et al., 2019), mais la technique que nous avons choisie rend compliquée 

la comparaison d’échantillons de patients différents. L’enrichissement nécessite en 

effet deux contrôles : un référentiel d’hydroxyméthylation normale, sur des régions 

« contrôles » du génome par exemple, et un échantillon « contrôle » pour normaliser 

les biais d’amplification, de nombre de copies et de séquençage (input-sequencing). La 

quantification par OxBS/BS donnerait un pourcentage de 5hmC sur un locus donné 

qui facilite la comparaison d’échantillons. La définition d’un pourcentage « plancher » 

à partir duquel le marqueur est positif rend le travail plus intelligible et me semble 

plus approprié. En revanche, l’approche OxBS/BS sur une cohorte de patients ne 

pourra être envisagée qu’avec une baisse importante du coût du séquençage. 

L’approche par puces ADN nous aurait permis de gagner en puissance statistique et 

de comparer plus de patients, mais elle aurait limité notre étude à 5% des CpG du 

génome humain et ne permettait pas une approche genome-wide, ce qui aurait limité 

les chances de découvrir de nouvelles régions régulatrices. 

1.2. NOUVEAUX AXES DE DESCRIPTION DE LA 5HMC 

L’approche que j’ai choisie, de montrer la corrélation entre niveau global de 5hmC 

et sévérité de la maladie (diagnostic contre contrôle, ISS, OS), a joué un rôle dual 

auprès des relecteurs. D’abord, il a semblé convaincre de la puissance pronostique 

potentielle de cette marque chimique stable déposée sur l’ADN. Cette étape est 

importante puisque la 5hmC a été découverte récemment et qu’elle n’a pas de rôle 

fonctionnel clairement établi dans le cancer. Mais cette approche a aussi joué en notre 

défaveur pour intéresser le lectorat : pourquoi s’intéresser à un nouveau biomarqueur 

s’il est déjà corrélé aux biomarqueurs existants ? 

Cette critique, que je partage, nous invite à développer de nouveaux axes autour de 

la quantification de la 5hmC : est-ce un prédicteur susceptible d’affiner les variables 

utilisées en routine ? Peut-on quantifier la 5hmC de manière non-invasive via l’ADN 

libre circulant (cfDNA, Li et al. 2017) ou la purification des cellules tumorales 

circulantes (CTC, Manier et al., 2018) ? On imagine par exemple que l’étude d’une 

signature « Myélome » dans la 5hmC sanguine pourrait aider à la détection précoce 

du cancer ou au suivi clinique de la maladie, une approche existante avec la 

méthylation dans d’autres cancers (Kang et al., 2017). Aussi, la 5hmC pourrait 

caractériser des marqueurs prédictifs de la progression du myélome depuis des stades 

indolents. 
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1.3. BÉNÉFICES LIÉS À L’UTILISATION DE LA 5HMC EN CLINIQUE 

Contrairement aux signatures d’expression génique qui nécessitent l’extraction 

d’ARN, et contrairement à l’étude de la chromatine, qui nécessite des techniques de 

conservation spécifiques, la 5hmC se mesure directement sur l’ADN génomique. En 

clinique, l’utilisation d’ADN génomique pour caractériser l’activité de la chromatine a 

un intérêt évident : éviter de stocker de l’ARN et des noyaux. Le même échantillon 

d’ADN pourrait ainsi alimenter la pratique de routine (translocations, nombre de 

copies, mutations ciblées), la recherche en génomique (mutations non-codantes, 

signatures mutationnelles, sélection clonale, …), et la recherche en épigénomique 

(régions régulatrices, chromatine active, …). Puisque l’ADN a été un support de 

stockage de nombreux essais cliniques, il est finalement plus aisé de construire des 

études rétrospectives avec la 5mC et 5hmC qu’avec par exemple les marques d’histone 

ou l’ouverture de la chromatine.  

1.4. HÉTÉROGÉNÉITÉ GÉNOMIQUE DU MYÉLOME ET 

HYDROXYMÉTHYLATION 

Localement, à l’échelle d’un gène par exemple, les niveaux variables de 5hmC 

permettent de découvrir des associations originales. Nous avons montré que la 

corrélation linéaire du niveau de 5hmC entre deux loci permet de découvrir des 

régions régulatrices potentielles des gènes cyclines D. Ce « continuum biologique » de 

l’expression génique en cohorte n’existe pas avec les lignées cellulaires, et fait l’objet 

de débats. Par exemple, peut-on prédire une t(11;14) sur la base de l’expression de 

CCND1 ? L’étude des lignées cellulaires suggère que oui, l’étude des cohortes n’est pas 

si catégorique. En conséquence, les modèles linéaires des études cliniques nous 

semblent plus robustes qu’avec des lignées cellulaires, car la continuité biologique est 

plus susceptible de protéger des fausses corrélations dues aux données aberrantes ou 

extrêmes résumées dans le fameux quartet d’Anscombe. 

Pour étudier des mécanismes causaux et non des corrélations, nous avons besoin 

d’un modèle à perturber in vitro. Or, nous n’avons pas de modèle cellulaire pour 

étudier la 5hmC dans le MM. Malheureusement, aucune lignée de myélome séquencée 

par le Translational Genomics Research Institute (TGen) n’exprime fortement les 

gènnes TET1/2/3 responsables de l’oxydation de la méthylation en 

hydroxyméthylation des cytosines. Nous avons trouvé que le niveau de 5hmC par dot 

blot et par séquençage dans la lignée MM.1S était trop faible pour faire office de 

modèle cellulaire.  
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À l’avenir, peut-être pourrions-nous cribler une banque de lignées cellulaires de 

myélome à la recherche de 5hmC par spectrométrie de masse (Traube et al., 2019), ou 

bien induire l’expression des protéines TET dans une lignée d’intérêt. 

1.5. LE MYÉLOME EST-IL UN CANCER DE L’HÉMATOPOÏÈSE ? 

Les régulateurs épigénétiques DNMT3A et TET2 concentrent la majorité des 

mutations somatiques chez les individus sains âgés qui présentent une hématopoïèse 

clonale (Challen and Goodell, 2020). Les mutations de DNMT3A et TET2 sont 

récurrentes dans les cancers hématologiques et font l’objet d’articles dédiés dans le 

New England Journal of Medicine (Delhommeau et al., 2009; Ley et al., 2010). Les deux 

protéines orchestrent la différentiation cellulaire hématopoïétique et la méthylation du 

génome : il est naturel d’étudier leur rôle, ainsi que la distribution de la méthylation, 

dans le myélome multiple. 

Pourtant, DNMT3A et TET2 sont rarement mutées dans le myélome, qui est un 

cancer de lymphocyte B pleinement différencié en plasmocyte. D’autre part, 

l’événement oncogénique primaire et de mauvais pronostic à la prévalence la plus 

importante est la t(4;14). La t(4;14) juxtapose NSD2, méthyltransférase d’histone, au 

locus des immunoglobulines et cause sa forte sur-expression. NSD2 catalyse la di-

méthylation d’H3K36, qui suffit à activer l’expression génique, et la t(4;14) cause une 

augmentation globale et intergénique de l’H3K36me2 associée à une perte globale 

d’H3K27me3 (Li et al., 2009; Kuo et al., 2011; Popovic et al., 2014). La découverte 

récente que la marque H3K36me2 recrute DNMT3A à la chromatine (Weinberg et al., 

2019) nous invite à faire deux hypothèses : (1) que DNMT3A méthyle de novo les 

régions marquées de l’H3K36me2 dans les myélomes t(4;14), et (2) que les myélomes 

t(4;14) sont associés à une chromatine désorganisée de manière anarchique. 

Les techniques de séquençage unicellulaire (scRNA-seq, scATAC-seq, scCNV-seq, 

etc.) pourraient montrer par exemple une plus grande diversité des sous-clones chez 

les patients t(4;14) associée au mauvais pronostic clinique. Cet axe de recherche serait 

bien distinct de l’étude de la différentiation hématopoïétique linéaire défectueuse 

déséquilibrée par les anomalies ciblant DNMT3A et TET2.  

De plus, ce nouvel axe de recherche peut être exploré dans d’autres tumeurs 

hématologiques : 10% des leucémies lymphoblastiques aiguës pédiatriques (B-ALL) 

présentent la mutation activatrice NSD2_E1099K (Pierro et al., 2020). Cette mutation 

somatique est associée à une augmentation et à une redistribution de l’H3K36me2, 

ainsi qu’à un transcriptome malin et à une prolifération accrue (Jaffe et al., 2013; 
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Swaroop et al., 2019; Pierro et al., 2020), mais son incidence sur la méthylation de 

l’ADN et l’hétérogénéité transcriptomique reste à élucider. 

Au-delà du clone génétique et de la différentiation cellulaire, la modification non-

génétique du cancer nous encourage en tout cas à étendre notre définition du clone 

tumoral aux clones épigénétiques. 

2. DIVERSITÉ DE LA SÉLECTION CLONALE DANS LA RÉSISTANCE 

ACQUISE AU TRAITEMENT 

L’évolution clonale des cellules tumorales en compétition pour proliférer est un 

dogme majeur de la cancérologie (Nowell, 1976), mais peu de travaux observent 

finement ce phénomène à l’œuvre in vivo. Notre description des anomalies 

génomiques de la famille du BCL2 et sélectionnés sous pression de la molécule anti-

BCL2 venetoclax, fournissent un exemple concret d’émergence de clones résistants au 

traitement. Si cette étude a été entièrement conçue par nos collaborateurs de 

l’Université de Calgary au Canada, les analyses bio-informatiques que j’ai mises en 

place ont permis de quantifier les résultats, de les mettre en forme, et de les compléter 

par des événements qui n’avaient pas été vus « à la main ». 

Le venetoclax a montré son efficacité dans les myélomes de type t(11;14) réfractaires 

ou en rechute (Kumar et al., 2017b, 2020). Pourtant, la résistance des cellules de 

myélome au venetoclax est courante et est une cause d’échec du traitement. 

Puisqu’une des hypothèses avancées est que l’hétérogénéité génomique des cellules 

de myélomes induit une expression variable des gènes de la famille du BCL2, nous 

nous sommes intéressés au profil de cette famille dans des données de séquençage 

unicellulaire de nombre de copies (single-cell CNV-seq), d’ouverture de la chromatine 

(single-cell ATAC-seq) et d’expression (single-cell RNA-seq). 

Nous observons deux événements structuraux récurrents : (1) le gain ou 

l’amplification de l’anti-apoptotique MCL1 associée à une ouverture de la chromatine 

et une augmentation de son expression, et (2) la translocation de l’anti-apoptotique 

BCLxL avec IgL ou IgH associée à une ouverture de la chromatine aux points de 

cassure qui pourrait être due à une amplification focale, et à une augmentation de 

l’expression. Pour autant, aucune des anomalies récurrentes acquises n’est 

systématique ni exclusive, c’est-à-dire qu’aucune anomalie n’est commune à tous les 

patients et que les patients présentent plusieurs de ces anomalies en même temps. 
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La surexpression de l’anti-apoptotique MCL1 est un phénomène attendu à la 

rechute, puisque le gain du chr1q est associé à la progression clinique 

indépendamment du traitement. Aussi, la plus forte dépendance fonctionnelle au 

MCL1 à la rechute est décrite en détails par l’équipe du Dr Martine Amiot (Gomez-

Bougie et al., 2018). Mais notre étude montre pour la première fois que le gain du gène 

MCL1 peut se faire sans le gain proximal du gène CKS1B, qui est le marqueur du 

gain1q utilisé en routine. Ce résultat suggère que ce sont bien les clones « MCL1 » qui 

émergent par pression de sélection. D’un point de vue pratique, cela signifie aussi que 

la FISH de CKS1B n’est pas suffisante pour caractériser le gain du chr1q sous 

venetoclax. De plus, dans un clone minoritaire qui ne présente pas de gain1q, on 

trouve une délétion mono-allélique du locus du pro-apoptotique BIM, ce qui renforce 

encore l’hypothèse que la pression du traitement favorise l’émergence de clones 

résistant spécifiquement à l’anti-BCL2. Plus généralement, l’utilisation de traitements 

ciblés comme le venetoclax invite à utiliser des nouveaux marqueurs génétiques dans 

la pratique clinique pour prédire la sensibilité et surveiller la réponse. 

2.1. COMPLÉMENTARITÉ DE LA GÉNOMIQUE ET DES TESTS FONCTIONNELS 

DE SENSIBILITÉ AUX BH3-MIMÉTIQUES 

Si une partie des résultats liés à l’étude de la sélection clonale sous pression du 

venetoclax a été validée sur un modèle in vitro par nos collègues de l’Université de 

Calgary, il demeure que pour un patient donné, le lien de causalité entre anomalie 

acquise et résistance observée n’est pas montré.  

La sensibilité au traitement dépend aussi de facteurs extrinsèques à la cellule 

tumorale (immunitaire, environnemental, …), et de facteur intrinsèques non-

génétiques (interactions protéiques, signalisation, …). Le système de culture de moelle 

osseuse ex vivo et de test de sensibilité aux BH3-mimétiques mis en place par les 

équipes du Dr Martine Amiot à Nantes et Dr Lawrence Boise à Atlanta est 

complémentaire à la génomique en ce sens : il fournit un résultat fonctionnel qui se 

veut prédictif de la sensibilité clinique. En revanche, l’approche fonctionnelle ne 

détecte pas la présence d’un clone minoritaire en cours de sélection, ni des facteurs 

comme la délétion bi-allélique d’un gène suppresseur de tumeur ou l’amplification 

d’un oncogène. À mon sens, on peut résumer ainsi la complémentarité des approches 

dans le futur : le test fonctionnel pourrait prédire la sensibilité globale au traitement, 

et la génomique fournirait des raisons suffisantes d’exclure le traitement, comme par 

exemple la présence d’un clone complètement résistant. 
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2.2. INTÉRÊT DES MUTATIONS DANS LE MYÉLOME 

Dans le myélome multiple en général, les mutations ponctuelles sont sous-clonales 

et ne sont pas communes aux patients. On peut donc considérer qu’elles reflètent 

surtout l’hétérogénéité de la maladie et le succès d’adaptation des clones. Nos travaux 

sur le venetoclax et les travaux d’autres équipes sur la résistance acquise aux 

immunomodulateurs IMiD (Gooding et al., 2020) suggèrent aussi que la génomique 

peut trouver sa place en clinique dans la prédiction de la réponse au traitement et dans 

la surveillance au cours du traitement. Encore une fois, cette piste de recherche 

médicale demande à ce que (1) les résultats soient montrés sur un nombre important 

de patients, (2) que la manipulation technique soit reproductible, et (3) qu’elle s’intègre 

dans une problématique clinique. 

Le couplage de la génomique à un test fonctionnel pourrait demander une 

centralisation des échantillons et une capacité à travailler sur matériel congelé à 

l’avenir, car les techniques peuvent être compliquées à mettre en place dans tous les 

centres hospitaliers. La reproductibilité technique de l’analyse de séquençage est 

permise par les outils bio-informatiques standardisés développés par exemple par le 

Broad Institute. Enfin, la question posée en recherche pourrait être liée directement à 

l’utilisation des BH3-mimétiques : quels sont les patients susceptibles de bénéficier de 

telle ou telle molécule, seule ou en combinaison ? Cette question fait l’objet d’un axe 

du Site de Recherche Intégrée sur le Cancer (SIRIC) ILIAD à Nantes sur le myélome et 

le cancer du sein (Gomez-Bougie et al., 2018; Lohard et al., 2020). L’étude longitudinale 

pourrait permettre une détection précoce de la résistance acquise par identification de 

variants dans les cellules tumorales circulantes et l’ADN libre-circulant (Manier et al., 

2018), notamment dans le cas de thérapies ciblées où l’intégrité de la cible biologique 

peut être contrôlée. Enfin, les anomalies clonales sélectionnées et les tests fonctionnels 

pourraient indiquer dans quelles directions opère la pression de sélection sur les sous-

clones de myélome. Le biais de sélection clonale induit par une molécule pourrait 

révéler des vulnérabilités nouvelles à d’autres traitements. En fait, la résistance au 

traitement des clones résiduels peut jouer en notre faveur et s’établir au profit d’une 

« sensibilité collatérale » (ou « vulnérabilité acquise ») à d’autres options 

thérapeutiques (Zhao et al., 2016; Wang et al., 2018; Acar et al., 2020), un modèle 

démontré dans d’autres cancers. À notre connaissance, cet axe de recherche reste 

inexploité dans le myélome. 
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3. INTÉRÊTS PRONOSTIQUES ET SCIENTIFIQUES DE LA 

COMBINAISON DE LA GÉNOMIQUE À D’AUTRES VARIABLES 

Nous avons présenté des relations originales entre les biomarqueurs de la TEP-FDG 

et le RNA-seq au diagnostic et qui sont discutées dans le paragraphe 3.4 (p. 150). Ces 

résultats s’inscrivent dans une problématique plus large : comment intégrer 

différentes approches technologiques pour en apprendre plus sur la maladie ? 

3.1. GÉNOMIQUE ET HÉTÉROGÉNÉITÉ SPATIALE DE LA MALADIE 

Nous avons montré qu’à l’échelle moléculaire, les deux types de lésions para-

médullaire (PMD) et extra-médullaire (EMD) ont des caractéristiques distinctes. La 

présence de PMD est statistiquement associée à l’appartenance aux sous-groupes 

proliférant et de haut risque des classifications de l’UAMS. À l’inverse, nous avons 

montré que l’EMD n’est associée à aucune des deux classifications. 

Les programmes transcriptionnels malins que nous mesurons sont issus des 

plasmocytes purifiés de la moelle osseuse mais pas des lésions extra-médullaires. Il se 

pourrait que le transcriptome tumoral au sein des lésions extra-médullaires soit 

distinct de ceux de la moelle osseuse et des lésions para-médullaires contiguës à l’os. 

L’observation d’un phénotype propre à la maladie extramédullaire dans un modèle 

murin appuie cette hypothèse (Roccaro et al., 2015). Les études spatiales des mutations 

disséminées dans les lésions (de Haart et al., 2016; Rasche et al., 2017b) et des 

spécificités phénotypiques de l’EMD (Bladé et al., 2011) apportent un regard 

supplémentaire sur l’hétérogénéité du myélome intra-patient et sur lequel nous 

pourrions également nous appuyer. 

3.2. COMBINAISON DES MARQUEURS GÉNOMIQUES ET D’IMAGERIE 

PMD et signature d’expression de haut risque peuvent être associées dans une 

stratification clinique discutée également dans le paragraphe 3.4, page 150, qui 

concerne 6% des patients pour une PFS médiane inférieure à 18 mois. Le caractère 

additif de l’information pronostique apportée par chacun des marqueurs pourrait 

fournir une classification de risque affinée par rapport à chacune des deux variables 

considérées indépendamment. Cette nouvelle classification nécessite d’être testée sur 

une cohorte de taille plus importante et d’être comparée avec d’autres classifications 

de très haut risque (Walker et al., 2019). La validation en survie globale requiert une 

durée de suivi étendue de plusieurs années par rapport à notre étude. 
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L’augmentation du nombre de patients et de cohortes testées permettra de resserrer 

l’intervalle de confiance autour d’une valeur significative de rapport des risques et de 

décliner notre modèle en fonction des interventions thérapeutiques et des stades de la 

maladie. De nouvelles signatures d’expression pourraient permettre de tester 

génétiquement le bénéfice lié à l’ajout de traitements comme cela est fait dans le cancer 

du sein (Kwa et al., 2017; Sparano et al., 2018), et de prédire des variables originales 

comme les effets indésirables spécifiques liés à l’apparition des nouvelles classes de 

médicaments dans le MM (Ludwig et al., 2018). Il demeure que, contrairement à ce 

que pouvait suggérer notre première étude portant sur la 5hmC, la corrélation de 

plusieurs biomarqueurs n’est pas un frein à leur intérêt pronostique combiné. 

3.3. RETOUR AU CLONE TUMORAL 

En somme, l’hétérogénéité inter- et intra-patient dans le myélome est caractérisée 

par une complexité de la maladie aux niveaux génétique, épigénétique et 

transcriptionnel. Cette complexité reflète l’avancement de la maladie, l’hétérogénéité 

fonctionnelle des clones tumoraux, et leur sélection sous pression thérapeutique. 

Nous l’avons vu avec le Chapitre 2 notamment, les analyses single-cell permettent 

de pallier des biais des technologies bulk et de gagner en puissance descriptive à 

l’échelle du patient. À l’échelle du sous-clone désormais, c’est le séquençage en cellule-

unique qui devient la première brique de description de l’hétérogénéité tumorale. Il 

est fort à parier qu’à ce niveau, les technologies existantes (RNA-seq, ATAC-seq, …), 

émergentes (HiC, ChIP-seq, HiChIP …), voire multi-omiques (NMT-seq, G&T-seq, 

RNA+ATAC-seq, …) vont nous inviter à : 

(1) étendre la notion de clone génétique au clone épigénétique, 

(2) étudier l’évolution temporelle et spatiale de la tumeur à la lumière des avantages 

relatifs des sous-clones à se multiplier, 

(3) intégrer les interactions entre les cellules tumorales et le microenvironnement 

médullaire dans l’étude de la compétition clonale pour survivre et proliférer. 
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