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Introduction  

Le myélome multiple (MM) est un cancer hématologique dû à une expansion clonale de 

lymphocytes B totalement différenciés (plasmocytes) dans la moelle osseuse (MO). Il est 

caractérisé par une ostéolyse et une sécrétion d’immunoglobulines monoclonales pouvant 

développer un déficit immunitaire et  une insuffisance rénale sévère. Ce cancer est 

d’incidence moyenne dans le monde  (3–5 cas pour 100 000 habitants/an [1]. 

Le myélome multiple (MM) est la tumeur modèle pour caractériser les interactions entre la 

cellule tumorale et son environnement. Différentes études ont déclaré que  la MO, le support 

de l’hématopoïèse sanguine, constitue  un milieu favorable pour la croissance et la survie des 

cellules tumorales du MM [2]. La MO peut favoriser  la communication entre les cellules  

plasmatiques  malignes et d’autres types cellulaires ainsi que la matrice extra cellulaire par la 

production de différents facteurs de croissance et des cytokines inflammatoires et pro 

inflammatoires  qui sont impliqués dans la croissance tumorale et la  résistance aux 

médicaments [3]. Ces facteurs de croissances et cytokines sont fortement associées à la  

physiopathologie de MM y compris l’angiogénese et  le développement des lésions  

ostéolytiques [2]. 

Les maladies osseuses associées au myélome (MBD) sont l’aspect le plus visible des cellules 

plasmatiques de myélome (myeloma plasma cells) (MPC). Elles se développent chez 79 % 

des patients atteints d’un myélome, ce  qui peut réduit la qualité de vie des patients à cause 

des douleurs osseuses et des fractures pathologiques [4]. Des études récentes ont démontré 

que la cause majeure de mortalité chez les patients atteints de myélome multiple est le 

développement et  la progression des maladies osseuses [5]. Cette atteinte osseuse est due à 

un déséquilibre entre les ostéoclastes responsable de la résorption osseuse et les ostéoblastes 

formant le remodelage osseux. Le myélome émet des signaux empêchant les ostéoblastes de 

créer de nouveaux os et accélérant l’activité des ostéoclastes qui sont largement dépendent de 

l’expression  du  ligand du récepteur activateur de facteur nucléaire kappa-B  (RANKL) et 

inhibiteur de l’expression d'ostéoprotégérine (OPG), son récepteur soluble dans le 

microenvironnement tumoral (MET) [6]. Aussi les ostéoclastes produisent des produits 

chimiques stimulant la  croissance des cellules myélomateuses, la formation des lésions 

ostéolytiques c’est la clé physiopathologique  du myélome multiple qui est le résultat de 

l’interaction  des cellules de MM avec le microenvironnement de MO [7]. 

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre produit par de nombreux types cellulaires. Il 

est reconnu comme étant un important médiateur biologique dans divers processus 
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physiologiques et pathologiques [8] Le NO est l’un des indicateurs majeurs de l’état 

inflammatoire propice au développement de la tumeur, En effet les études ont démontré que le 

NO généré à des concentrations modérées contribue à la tumorogénèse. Cependant le NO 

produit à de fortes concentrations agit comme un potentiel agent anticancéreux assurant 

l’apoptose et inhibant l’angiogenèse ,de plus de son rôle majeur dépend de la concentration et 

le type de la cellule  au cours la physiopathologie de beaucoup de tumeur, incluant le cancer 

du sein, cerveau, poumon, prostate, le cancer colorectal et le cancer du pancréas [9].  

Des études ont démontré que le NO est impliqué fortement au cours de la régulation de 

l’hémostasie osseuse et contribue dans la prolifération et la différentiation des 

ostéoblastes .Ainsi, il a été démontré que la libération de grandes concentrations de NO 

entraine l’apoptose des ostéoblastes et diminue la densité minérale osseuse. Le NO joue un 

rôle important au cours de l’activité ostéoclastique  par la production de (OPG) liant avec  

RANK L, et que le  RANKL est  auto-regulé par la sécrétion de NO. De plus, plusieurs études 

cliniques indiquent que l’effet biphasique de NO vis-à-vis l’hémostasie osseuse est associée 

fortement aux cytokines produit dans l’environnement [10]. 

Le NO qui est fortement exprimé dans  la MO est responsable de différent messages 

intracellulaires [11]. Plusieurs études ont affirmé que la production élevée de NO induit par 

les cytokines inflammatoires joue un rôle important dans le développement des maladies 

osseuses y compris ostéoporoses [12]. Cependant, il existe peu de données qui ont  rapporté 

l’effet de NO sur les  (MBD) ainsi que son rôle dans la progression et le développement de ce 

cancer. 

Prenant en compte ces données, nous proposons dans ce travail de déterminer le rôle de NO 

dans la progression et le développement du myélome multiple ainsi que son effet au cours des 

atteintes osseuses associées au myélome  

Diverses approches ont été développées pour  atteindre les objectifs suivants : 

 

 Etudier le taux  ainsi que la variabilité de la concentration de NO chez les patients 

atteints de MM de l’Est de l’Algérie. 

 

 Evaluer l’état inflammatoire des patients atteints de MM  et étudier la corrélation entre 

la concentration de NO et la concentration de certains marqueurs inflammatoires. 

 

 Evaluer le statut de NO et son éventuelle corrélation avec les marqueurs de pronostic 

chez les patients atteints de MM. 
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 Etudier  le statut immunitaire et  évaluer son éventuelle relation avec la concentration 

de NO chez les patients MM 

 Etudier la relation entre la concentration de NO et l’évolution de certaines 

manifestations de MM y compris les maladies osseuses associé au MM par : 

 L’étude d’une  éventuelle corrélation entre la concentration de NO et  les 

marqueurs biochimiques de remodelage osseux chez les patients atteints de 

MM.  

 Evaluation de la concentration du NO produite par  un modèle proche de  MET 

de MM : une co-culture des MPCs (les lignées cellulaires RPMI8226) avec les 

ostéoblastes (les lignées cellulaires MG63).  
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I.1. Définition de monoxyde d’azote 

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical gazeux de faible poids moléculaire caractérisé par 

une courte demi-vie in vivo, probablement quelques secondes [13].Il est reconnu comme étant 

un important médiateur biologique, une molécule de signalisation largement distribuée dans 

l'organisme et qui est impliquée dans divers processus physiologiques et pathologiques [14]. 

Le NO est une molécule soluble, ce qui lui permet de se diffuser rapidement dans de 

nombreux milieux, en particulier en milieu biologique où il peut atteindre facilement de 

nombreux compartiments cellulaires [15]. 

I.2. Sources du NO 

I.2.1.Voie génomique (NO – Nitric Oxide Synthase Dependent)  

La voie dominante de la synthèse du NO est principalement la voie enzymatique [16] dont 

une famille d’enzymes appelée NO synthases (NOS) utilise L-arginine (L- ARG) et une 

molécule d’oxygène pour produire le radical libre NO et L-citruline [17] (Figure 1). 

 

Figure 1 : Mécanisme de biosynthèse du NO [18] 

La différence entre chaque (NOS) est basée sur l’expression, la régulation ainsi que la 

distribution de l'enzyme dans les tissues. Il existe trois iso formes connues de (NOS), à savoir 

les NOS neuronaux (nNOS, NOS1), les NOS endothéliales (eNOS, NOS3), et les NOS 

inductibles (iNOS, NOS2) qui constituent le produit de trois gènes distincts localisés sur les 

chromosomes 7, 12 et 17 respectivement [18]. 
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I.2.1.a. NOSs constitutives  

NOS1 et NOS3 sont constitutives et s'expriment principalement dans les cellules 

endothéliales et les neurones respectivement [19]. Les NOS constitutives peuvent produire 

des quantités inférieures et baisses de NO (nM) pour une courte durée [15]. Plusieurs voies 

vont être mises en place pour activer l'expression de deux gènes NOS1 et NOS 2 au cours du 

processus physiologique lié à la production de NO constitutives (Tableau 1) [20]. 

Tableau 1 : Les voies de signalisations favorisant l'expression de NOSc 

eNOS/nNOS voies de transduction Références 

Enos AKT kinase : PI3K-AKT [20] 

PKA-AKT PKA-ERK1/2 [21] 

ERK1/2-PP2A-SP1- [22] 

PKA-P38MAPK-E [23] 

Nnos La voie AKT kinase : AKT [24] 

 

I.2.1.b. NOS inductible (iNOS NOS2)  

iNOS peut être fortement induit sous certaines conditions dans différents types de cellules. 

Bien que la principale source de NO plasmatique est liée à l'eNOS, pendant plusieurs 

conditions cliniques, telles que l'inflammation, iNOS est activée et pourrait être surexprimée 

en réponse à divers stimulus, y compris les cytokines et les endotoxines bactériennes, qui sont 

capables de produire de plus grandes quantités de NO pendant des périodes prolongées [15]. 

Le NO produit par iNOS est souvent induit par trois cytokines pro-inflammatoires majeures: 

Interféron gamma (IFNγ) , le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFα) et l’interleukine 1(IL-

1) et Lipopolysaccharide (LPS) [25], et il est principalement régulé au niveau transrationnel 

où l’induction maximale de la NOS inductible se fait suite à une activation des facteurs de 

transcription liant à la région promotrice du gène iNOS incluant le facteur nucléaire-kappa B 

(NF-kB), les hétéro-dimères Jun/Fos, la protéine de liaison d'élément de réponse à l'AMP 

cyclique ( CREB) , le transducteur de signal et activateur de transcription  (STAT) , la 

protéine activatrice 1 (AP1)[26 .27] et le facteur régulateur de l'interféron 1IRF1 [25]. 

Les mécanismes moléculaires de la transcription du gène iNOS ont été identifiés dans 

différentes cellules selon le stimulateur et le type de la cellule [28] dont plusieurs protéines de  
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signalisation, telle que la protéine kinase C (PKC), les tyrosines kinases (TK), les janus 

kinases (jank), la protéine kinase raf-1 (PK raf-1), les protéines kinases activées par les 

mitogènes (MAPK) sont incluses dans différentes voies de signalisation [29] (Tableau 2). 

Tableau 2 : Les voies des signalisations favorisant l'expression d’iNOS. 

de transduction Références 

P38MAPK-SATAT1-1IRF1 [25] 

alpha IKB alpha*NFKB [27] 

mTor IKB alpha*NFKB [30] 

MEK1-ERK1-ERK2 [31] 

TLR4MyD88-PI3K [32] 

Syk-PI3K -NFKAB [33] 

MAPK-JNK-STAT1 [34] 

 

Le NO pourrait être stabilisé par oxydation au nitrate NO3 et nitrite NO2. Des molécules 

endocrines qui sont transportées dans le sang s'accumulent dans les tissus et ont le potentiel de 

se reconvertir en NO dans des conditions physiologiques et pathologiques [35].  

Les scientifiques ont démontré que jusqu'à 90% du nitrite circulant provient directement de la 

voie (L-Arg)/ /NO [36]. Cependant plusieurs études ont prouvé qu'une portion plus petite  

(30%) de NO provient de sources alimentaires [37]. Ils ont constaté une augmentation de 

nitrite circulant dans le plasma après l'administration élevée de nitrate alimentaire [38]. 

Les chercheurs donc ont détecté que le corps humain possède également une autre voie 

supplémentaire inorganique pour la production de NO, qui a récemment reçu beaucoup 

d'attention [35].  

I.2.2. Voie non génomique (la voie nitrate–nitrite–NO) (NO- NOS-independent) 

La voie nitrate–nitrite–NO est une voie de stockage physiologique de NO où le NO2 formé de 

nitrate NO3 peut être réduit en NO bioactif dans des conditions hypoxiques dont la production 

catalytique de NO par NOS, qui repose sur l'oxygène épuisé [35]. (Figure 2) 
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Figure 2 : Régulation de la voie génomique et non génomique de la production de NO [35]. 

Bien que les mammifères ne possèdent pas l’enzyme de nitrate réductase [41], la flore de la 

bouche fournit la symbiose nécessaire, avec des enzymes de nitrate réductase bactérienne 

transformant le nitrate des aliments (l'eau; les légumes à feuilles vertes) et le concentre dans la 

salive en nitrite, qui est avalé et absorbé systémiquement [39]. Par conséquent, une grande 

partie du nitrate est excrétée dans l'urine, et que 25% est absorbée par les glandes salivaires et 

concentrée jusqu'à 20 fois dans la salive. Les bactéries anaérobies commensales utilisent le 

nitrate comme un accepteur d'électrons pendant la respiration, en réduisant effectivement le 

nitrate salivaire au nitrite par l'action de nitrate réductase [35]. Le reste de nitrate alimentaire 

est rapidement absorbé dans le tractus gastro-intestinal supérieur ; dans le sang, il se mélange 

avec le nitrate formé par l'oxydation du NO endogène produit par les enzymes NOS [40] 

(Figure 3). 

 

Figure 3 : La voie non génomique (la voie nitrate–nitrite–NO) [40]. 
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I.3. Biosynthèse du NO 

I.3.1. Voie génomique (NO– Nitric Oxide Synthase Dependent)  

Les NOS sont des enzymes dimériques où chaque monomère est composé de deux domaines 

catalytiques distincts : Un domaine NH2- terminal oxygénase qui lie le fer protoporphyrin IX 

(hème), le cofacteur BH4 qui favorise la stabilisation de dimère, (L-Arg) et le régulateur. Un 

domaine COOH-terminal réductase lie le Flavon Mono Nucléotide (FMN), le Flavin Adénine 

Dinucléotide (FAD) et Nicotinamide Adénine Di-nucléotide Phosphate (NADPH) (Figure 4) 

[41.42].  

 

Figure 4 : Structure de NOS [42] 

Les enzymes NOS ne semblent actives que sous la forme dimérique [43], dont la dimérisation 

qui est créée entre les deux domaines oxygénases présente une étape post-traductionnelle 

nécessaire au cours de l'activation de NOS(Figure 5)  [44]. 

 

Figure 5 : Modèle de génération de dimères iNOS actifs [45]. 

Les (NOS) produisent le (NO) à partir de (L-Arg) en présence d'O2 et de NADPH [13] et 

comme la réduction de FeIIO2 (le hème) par le cofacteur H4B est plus rapide que sa réduction 
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par le domaine NOS réductase, le H4B est oxydé en position N-5 pour donner H3BS (Figure 

2) et transférer un électron à l'intermédiaire FeIIO2 pour l'hydroxylation rapide de (L-Arg) à 

une molécule intermédiaire (NHA) [45.46.47.48]. 

Le domaine C-terminale réductase de NOS présente une homologie proche avec le 

cytochrome P450 réductase qui transfère les électrons dérivés de NADPH nécessaires à 

l'activation réductrice de l'oxygène moléculaire vers le domaine N-terminal, entraînant 

l'insertion de l'oxygène dans la (L-Arg) et NOH arginine donc, le (NHA) est oxydé dans la 

présence d’O2 en produisant L-citrulline et NO [43.13]. Le site de liaison CaM est situé 

approximativement au centre de NOS et sépare les deux domaines. Les effets de la CaM en 

tant que commutateur moléculaire induisent un changement de la structure pour l'écoulement 

des électrons [49]. Il contrôle la communication entre les deux domaines en ce que ses liens 

de liaison flavin-à-hème électronique. Le zinc (Zn) est responsable de la liaison des 

monomères aux groupes hème. (Figure 1), (Figure 6) [43.13].  

 

Figure 6 : Oxydation de (L-Arg) au cours de la production de NO [50] 

I.3.2. Voie non génomique (la voie nitrate–nitrite–NO) (NO- NOS-independent) 

La réduction supplémentaire du nitrite au NO est hautement améliorée où il existe 

nombreuses voies de réduction supplémentaires de NO une fois que le nitrite est formé dans le 

corps [37]. 

La génération de NO par la voie nitrate–nitrite–NO (NOS-independent) est fortement 

favorisée au cours de l'hypoxie et via différentes voies systémiques, incluant la voie 

hémoglobines, myoglobine, xanthine oxydoréductase (exemple, L'enzyme formant la chaine 
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mitochondriale de transport d'électrons), ainsi que la  réduction de nitrite par la présence de 

protons, polyophnoles et ascorbate [37.35] (Figure 7) (Tableau 3).  

 

Figure 7 : Formation de NO via hémoglobines ; myoglobine ; xanthine oxydoréductase [37]. 

Tableau 3 : Les voies systémiques de formation de NO à partir de nitrite [37.35]. 

La voie de formation de 

NO à partir de nitrite 

Mécanisme 

 

Déxyhemoglobine 

/myoglobine 

 

NO2
-
 + deoxyhaemoglobin 

methaemoglobin Fe
2+

+H
+ 

 NO +Fe
3+ 

+OH 
–
 

 

xanthine oxidoréductase NO2
-
+Mo

+5
+H

+ 
        NO + Mo

 +4
 + OH

-
 

Protons NO2
-
  +H

+
             H NO2 

2H NO2           2 N2O3+ H2O 

N2O3            NO +NO2 

 

Ascorbate NO2
-
  +H

+
             H NO2 

2H NO2+Asc         2NO +dehydroAsc + H2O 

 

Polyphenoles (Ph-oh) NO2
-
  +H

+
             H NO2 

Ph-oh +H NO2          P-Oh + NO +H2O 
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Les événements de signalisation cellulaire via la voie alternative NO NOS indépendant sont 

devenus particulièrement un sujet d’intérêt pour les scientifiques [40] (Figure 8). Plusieurs 

études ont démontré que le NO (NOS- indépendant) peut jouer un rôle très important au cours 

de plusieurs événements biologiques [37]. 

 

Figure 8 : Métabolisme et biosynthèse de NO (voie génomique et non génomique) [40]. 

I.4.Régulation de production de NO  

La régulation de NO souvent dépend du type et de fonction de la cellule, en effet il a été 

démontré que la libération des grandes molécules de Asymmetricdimethylarginine (ADMA) 

peut inhiber la synthèse de NO par une compétition sur le site de L-Arg (Figure 9) [13]. 

 

 Figure 9 : La régulation de NO [13]  
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I.4.1.Régulation de NOS constituves NOSc 

Au cours de la régulation de NOSc, le NO agit comme un auto-modulateur de la rétroaction 

négative (Feedback), dont la liaison de NO avec les enzymes, les substrats ou les cofacteurs 

qui constituent le NOSc peut empêcher son activité [13]. En outre, les chercheurs ont prouvé 

le rôle majeur de H2S qui peut induire la phosphorylation ainsi que la dégradation d'eNOS 

[39]. Un autre mécanisme d'autorégulation est présenté par la S-nitrosylation qui peut 

empêcher la dimérisation eNOS [45].  

I.4.2.Régulation de NOS inductible iNOS 

La régulation de NO-iNOS dépendant diffère selon la fonction et le type de la cellule ainsi 

que les inducteurs produisant d’iNOS [52]. La biosynthèse de NO-iNOS dépendant est 

fortement associée à une série de régulations au niveau de la transcription et la traduction de 

l’enzyme iNOS [45].  

I.4.2.1.Régulation de la transcription et la post-transcription d’iNOS 

La production de NO est autorégulée par son effet bi-phasique sur la modulation de 

l'expression de l’ARNm d'iNOS [53]. Le niveau de la libération de NO peut moduler les 

facteurs de transcription AP-1 et le N-F-kB d'une façon positive ou négative .Cependant, cette 

voie pourrait être inhibée par les composés et les enzymes antioxydants[54.55]. 

Dans certains types de cellules, la régulation de la rétro-réaction (feedback) positive de 

l'expression d'iNOS est stimulée indirectement par les niveaux intracellulaires accrus de 

cAMP qui peuvent avoir lieu via l'inhibition de PDE III (phosphodiestérase III) [56]. De plus, 

l'expression d'iNOS est liée aux Récepteurs activé par les peroxisomes (PPARs), qui peuvent 

être un antagoniste de l'activité des facteurs de transcription, tel que AP-1, STAT et 

NFkB, malgré que le TNFα et FNγ peuvent modifier l'activité de PPARs [57]. Ainsi, la 

synthèse, la stabilité, et la dégradation de ARNm d'iNOS est une voie post-transcription qui a 

été  mises en évidence par les scientifiques où la région non traduite (3VUTR) de ARNm joue 

un rôle très importante au cours de la régulation de NO –iNOS dépendent [58] ; en exemple, 

l'exposition des cellules à la facteur de croissance de transformation h (TGFh) empêche 

l'induction d'iNOS via la déstabilisation de ARNm via la région (3VUTR) , ce qui peut 

influencer l'expression de IRF-1[59] .  
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La production et l'activation d'iNOS sont régulées principalement au niveau de la transcription 

et la post-transcription, mais également aux niveaux de la traduction et la post-traduction par 

des effets sur la stabilité des protéines, la dimérisation, la phosphorylation, la liaison des 

cofacteurs, et la disponibilité de l'oxygène et de (L-Arg) [45].  

I.4.2.2. Régulation de la traduction et la post-traduction d’iNOS 

Récemment, plusieurs études ont trouvé que différents composés sont efficaces pour moduler 

la traduction de l'ARNm d’iNOS [60]. Il a été démontré que l'iNOS peut déclencher la 

phosphorylation de Facteur d'initiation eucaryote 2 a (l'eIF-2a ) qui est liée à la synthèse des 

protéines au niveau traductionnelle [61]. En outre, le TGF-h peut influencer la stabilité ainsi 

que la dégradation d'iNOS, comme il peut aussi stimuler la synthèse des protéases [62] [45]. 

Ainsi, la protéine iNOS peut être dégradée directement sous le contrôle de la voie du 

protéasome [63] .De plus, il existe un ensemble de protéines qui peut inhiber la production de 

NO en empêchant l'homodimérisation d’i NOS ; en exemple, la protéine associée au NOS 110 

kDa (NAP110) qui est associée au NOS2 et formant des hétérodimères NOS2-NAP110 en 

bloquant la formation de dimères NOS2 [64]. Ainsi, la surproduction de NO dépend de la 

concentration de (L-Arg) extracellulaire [65], où il a été démontré que les transporteurs 

cationiques d'acides aminés  (CAT1) et le (CAT2) sont stimulés par LPS peut augmenter 

l'absorption de (L-Arg). Cependant, l'arginase  qui dégrade (L-Arg) en urée et en ornithine 

pourrait être stimulée, limitant ainsi la production de NO [66]. La synthèse de NO peut être 

régulée également via la molécule de l'hème. Plusieurs études ont démontré que certains 

inhibiteurs de NO en combinant avec le hem composant de NOS2 peuvent diminuer la 

production de NO [67]. Aussi, la  production accrue de NO par les cellules peut bloquer 

l'incorporation de l'hème dans le monomère iNOS, [45]. La synthèse de NO peut être régulée 

via H4B, et la guanosine triphosphate cyclohydrolase (GTPCH), l'enzyme clé pour la synthèse 

de H4B, pourrait être induite ou supprimée par des cytokines particulières. La synthèse de NO 

peut également être régulée par la modification de la phosphorylation, selon plusieurs études 

qui ont démontré que les protéines kinases présentent l’un des facteurs très importantes pour 

la localisation cellulaire et/ou la fonction de l'iNOS [68]. 

La régulation de la biosynthèse de NO joue un rôle critique dans différents compartiments 

cellulaires en orientant les mécanismes d’action du NO au cours de plusieurs événements 

biologiques [45]. 
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I.5. Mécanisme d'action de NO 

Plusieurs études ont prouvé le rôle bi-phasique de NO, qui est connu pour réguler une variété 

de fonctions cellulaires importantes via deux voies principales [69]. 

I.5.1. Mécanisme d’action cGMP-dépendante (voie NO-sGC-cGMP) 

Le NO est facilement diffusé à travers la membrane cytoplasmique et le cytoplasme, qui 

pourrait agir avec le site actif de la Guanylate Cyclase soluble (GCs) et produire une GMP 

cyclique (cGMP). Ainsi, la cGMP peut activer la Protéine Kinase G (PKG) et induire  la 

phosphorisation des différentes protéines impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires NO 

cGMP-dépendante. D’autres éléments peuvent  être activés  y compris les canaux ioniques et 

la phosphodiestérases  (PDE) GMP dépendante. Le niveau de cGMP pourrait être régulé par 

les (PDE) [70].Plusieurs études ont démontré que de la signalisation paracrine de faibles 

concentrations du NO qui est assurés par l’activation de nNOS et eNOS est une fonction 

prédominante et GMPc- dépendante [71]. 

I.5.2. Mécanisme d’action cGMP-Indépendante (voie NO-sGC-cGMP) 

Ce mécanisme est connu par la voie d'oxydation du NO. C’est une voie cGMP-indépendante 

dont un large nombre d’activités cellulaires peut être régulé par des métabolites d'oxydation 

du NO en se liant aux métalliques, aux protéines, aux lipides et aux nucléotides [72] (Tableau 

4). 

Tableau 4 : les réactions principales de NO [72]. 

Reaction avec Le produit 

Fe2 
+
 Fe2

+      
NO 

O2 N2O3, N2O4, NO2, NO3, ONOO 

R-SH R-S-NO 

HOCl Cl-NO2 

 

L'interaction entre le NO et l'oxygène est la réaction la plus abondante au cours du 

métabolisme de NO. Des études ont démontré que le NO-iNOS dépendant réagit avec 

l'oxygène jusqu'à 300 fois plus élevé à des conditions hydrophobes dans la membrane 

cellulaire [45]. 
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L'interaction entre le NO et l'oxygène génère des réactifs intermédiaires de monoxyde d'azote 

(RNOI) y compris N2O3, N2O4, NO2, NO3, ONOO- [45]. Le RNOI peut réagir avec d'autres 

biomolécules telles que les thiols et les amines. Par conséquent, l'équilibre de la production 

ainsi que l’action de NO peuvent être fortement associé à l'état oxydatif de la cellule 

(Tableau 4) (Tableau 5). La réaction de NO avec O2- est souvent supposée être la principale 

source de modifications nitratives  [45].  

Tableau 5 : les réactions de NO avec l’O2 [45.74]. 

 

 

I.5.2.1. Action via la nitrotyrosination 

La nitration des protéines consiste en l'addition d'un groupe nitro (NO
.
) aux résidus de 

tyrosine (Tyr) pour donner de la 3nitrotyrosine. Cette réaction stable et irréversible a été 

considérée comme un indicateur de stress nitrosatif [72] (Figure 10). 

La nitrotyrosination a été proposée comme modification sélective post-traductionnelle au 

cours de plusieurs fonctions biologiques importantes [75]. La nitrotyrosination peut moduler 

l’activité de plusieurs protéines dans la cellule [76], y compris l’enzyme superoxydes 

dismutases mitochondriale ( SOD Mt) [77], l'actine [78], la glutamine synthase (GS) [79], la 

protéine régulatrice du fer-1 (IRP-1) [80], l'histone désacétylase 2 [81], p53 [82], et la prosta 

cyclines ynthase [83] en induisant des changements en empêchant leur phosphorylation [84]. 

De plus, certaines études ont démontré que la nitrotyrosination peut orienter la fonction des 

cellules par l’activation de plusieurs protéines telles que la PKC [83], le cytochrome c [76], la 

fibrinogène [85], le glutathion S–transférase (GST) [86], JNK [87] la poly-ADP 

ribosesynthetase [88]. 

La nitrotyrosination des protéines via la Peroxynitrite (ONOO −) présente l'un des effets les 

plus dangereux qui peut endommager plusieurs molécules cellulaires [73]. 

 

(1) 2NO+ O2N2            O4
H2O     

NO2
-
+NO3

-
+2H

+
 

(2) NO+NO2
- H2O

N2O3+2H
+
 

(3) NO+ O2
-          

ONOO
-      

ONOOH    [
NO2

OH]           NO 3
-
+2H

+
 

(4) ONOO + H
+       

ONOOH + NO       NO2 + NO2 

(5) HbO2+NO        metHB+NO 3
-
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I.5.2.2. Action via la Peroxynitrite (ONOO−) 

Le NO qui est produit en grande quantité peut réagir rapidement avec les anions superoxydes 

(O2•-) en formant la (ONOO−) [89]. L'affinité de O2•- au NO est plus élevée que l'affinité du 

(SOD) [90]. La quantité ainsi que le coefficient de diffusion de NO sont les facteurs limitant 

de la réaction [91]. Dans des conditions physiologiques, le ONOO− a une demi-vie de 1-2 

secondes et peut se dégrader en plusieurs produits toxiques [89]. Il a été démontré que la plus 

grande partie de la cytotoxicité attribuée au NO est due à la formation d’ONOO− [92]. Aussi, 

les NOS à des concentrations élevées peuvent présenter des propriétés pathologiques dues à la 

production d'ONOO− [45] (Figure 10). 

Bien que plusieurs études aient confirmé le rôle d’ONOO
 −

dans la nitration des protéines [93], 

le ONOO− peut interagir avec des protéines, des lipides, des glucides et de l’ADN en 

modifiant leur structure et fonction [ 45.72 .74]. Plusieurs études ont démontré que le ONOO- 

peut entraîner la nitration des bases d'ADN en formant le 8-nitroguanine. De plus, des niveaux 

élevés d’ONOO-  peuvent inhiber la fonction de plusieurs enzymes dans la cellule, incluant 

l’ATP synthase, l’aconitase, la créatine kinase, le SOD, et endommager divers composants 

mitochondriaux y compris l'ADN et la membrane mitochondriale ainsi que les complexes I et 

II de transport des électrons de la chaine respiratoire [94.95]. Aussi, l’ONOO- peut moduler 

certaines enzymes du processus inflammatoire et des fonctions vasculaires, y compris, le 

métabolisme du cytochrome P450 et de la 5-lipooxygénase [96.97]. 

L’action d’ONOO- pourrait être due à ses produits secondaires lorsqu'il est interagi à l'acide 

ONOOH (équations (3) et (4) Tableau 5) [98]. 

I.5.2.3. Action via les agents oxydants de NO  

L’ONOOH et ses produits intermédiaires (équation (3)) peuvent agir comme des agents 

oxydants ciblant plusieurs molécules cellulaires [74]. (Figure 10). 

L'oxydation réalisée par OH (équation (3)) n'est pas spécifique et affecte plusieurs molécules 

cellulaires [74], tandis que certains acides aminés, tels que lysines, histidines, cystéines et 

méthionines, sont plus sensibles à l'oxydation par NO2 (équation (4)) [99]. 
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I.5.2.4. Nitration d'acides gras insaturés (S-alkylation) 

Les dérivés du NO peuvent se lier à des acides gras insaturés, entraînant la formation de 

composés hydrophiles représentés par des acides gras nitrés (NO2-FA) qui peuvent facilement 

réagir avec les acides aminés hydrophiles tels que l'histidine et la cystéine (Figure 10) [72].  

I.5.2.5. Nitration des nucléotides de guanine (S-guanylation)  

Les dérivés du NO peuvent également se lier aux nucléotides guanine et produire des dérivés 

électrophiles de NO (8-nitroguanosine), qui conduisent à des modifications dans l’ADN 

conduisant une modification des protéines [100] (Figure 10). 

I.5.2.6. Action via la S-nitrosylation 

La S-nitrosylation se produit par la liaison du NO oxydé à un résidu de thiol de cystéine 

(Figure 10) [72] . 

La S-nitrosylation est un mécanisme régulateur post-traductionnel dont le NO peut exercer un 

impact direct sur la fonction, la localisation et la stabilité des protéines, ainsi que sur la 

viabilité et la différenciation des cellules [101]. Ce mécanisme de transnitrosylation, peut 

transformer du S-nitrosylate, le thiol de cystéine impliqué dans les structures des liaisons de 

(Zn), conduisant à des changements et des modifications au cours de plusieurs activités 

fonctionnelles [102.97]. Comme les liaisons de (Zn) sont importantes pour les interactions 

protéine -protéine, protéine-ADN ou protéine-ARN [103], plusieurs études ont rapporté que la 

Snitrosylation peut diminuait l'activité de la protéine cible incluant les enzymes (GAPDH, 

caspases, transglutaminases, aromatases), les protéines G et les kinases (ERK, JNK) [104]. Il 

a également été démontré que la S-nitrosylation peut réguler la fonction de plusieurs protéines 

cellulaires telles que l'ATPase Na
+
/ K

+
 [105], l'hémoglobine [106], l'albumine [107], les 

métalloprotéases matricielles [108], les récepteurs membranaires [109], certains  facteurs 

inductible d’hypoxie (HIF-1) qui à son tour peut se transloquer au noyau en induisant 

l'express des gènes importants pour la fonction cellulaire [73]. En outre, la S-nitrosylation 

peut affecter plusieurs facteurs de transcription, notamment le facteur de transcription NF-KB 

qui perd la capacité à se lier à l'ADN suite à la S-nitrosylation de ses unités [110]. 
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Figure 10: Mécanisme d’action des espèces réactives de Nitrite (RNS) [72]. 

I.5.2.7. Action via les modifications épigénétiques 

Actuellement plusieurs rapports expérimentaux ont établi le rôle majeur de NO dans la 

régulation épigénétique. Le NO peut influencer l'expression des gènes et des phénotypes 

cellulaires. Plusieurs études ont rapporté qu’il peut cibler des enzymes qui maintiennent la 

dynamique de la chromatine pour inhiber ou activer l’expression génétique, y compris les 

histones acétyltransférases (HAT), les histones et les ADN méthyltransférases (DNMT), les 

histones désacétylases (HDAC), les histones déméthylases et les déméthylases d'ADN en 

modifiant ainsi les mécanismes de post-transcriptions telles que la méthylation et la dé-

méthylation de l'ADN, la régulation des histones et les microARN (miARN)[111]. 

I.5.2.7.a. Action via la régulation des (HAT) 

Les enzymes HAT sont responsables de l'acétylation des résidus de lysine sur les queues 

d'histones en utilisant l'acétyl-CoA, une modification couramment associée à l’activation 

génétique [112]. Plusieurs études ont démontré que le HAT pourrait être régulé par des 

mécanismes associé au NO, et certaines études ont suggéré que le NO peut induire la 

localisation nucléaire du (GAPDH) provoquant l’augmentation de l'acétylation ainsi que 

l'auto-acétylation des histones [113]. De plus, d’autres études ont observé que le traitement 
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des cellules avec LPS conduit à une activité de HAT et l'acétylation totale de histone (H)3 et 

H4, tandis que le traitement des cellules avec l’inhibiteur de NOS peut empêcher l'acétylation 

de plusieurs histones [114]. 

I.5.2.7.b. Action via la régulation des (HDAC) 

Les enzymes HDAC sont responsables de l'élimination des groupes acétylé des résidus de 

lysine sur les queues d'histones, ce qui est couramment associé à la diminution d’éxpression 

des gènes [115]. Plusieurs études ont démontré que la production de NO conduit à la S-

nitrosylation de HDAC2 en Cys262 et Cys274 ce qui peut influencer l’acétylation des 

histones [116]. De plus, il a été observé que la S-nitrosylation peut affecter l'association de 

HDAC2 avec la chromatine ainsi que son activité enzymatique. Certaines études ont prouvé 

que la S-nitrosylation peut induire la perte de HDAC2 au niveau du promoteur c-fos [117]. 

Cependant, des études ont démontré que de faibles concentrations de NO peuvent conduire à 

la déphosphorylation de HDAC 4 et 5 qui peuvent influencer la translocation de ces enzymes 

au noyau, entraînant ainsi une diminution globale de l'acétylation des histones [118]. D’autres 

études ont suggéré que l’exposition de NO aux cellules peut entraîner une perte d'activité de 

HDAC, et que le NO pourrait être un  inhibiteur potentiel de la désacétylase [119]. 

I.5.2.7.c. Action via la régulation de la Lysine méthyltransférases (KMT)/la Lysine 

Demethylases (KDM) 

Le statut de méthylation des résidus lysine d’histone peut influencer de façon positive ou 

négative la transcription génétique [120.121]. Il constitue un processus dynamique représenté 

par l'équilibre des activités des (KMT) et des (KDM) qui peuvent avoir un impact aigu et 

chronique sur la structure de la chromatine. La capacité du NO à effectuer la méthylation des 

histones est un mécanisme direct connu et permanent [111]. Des études ont prouvé que les 

macrophages qui ont été traités avec le NO, présentent une méthylation accrue en H3 [121]. 

De plus, il a été démontré que le NO peut provoquer une régulation négative de plusieurs 

gènes, ce qui est dû à sa capacité à augmenter la triméthylations de H3 [122]. En outre, des 

études ont prouvé que l'inhibition des (KDM) est une cible dominante pour augmenter la 

méthylation des histones en réponse au NO, et bien que le rôle du NO dans l’activité de 

(KMT) ne soit pas encore détecté, son effet au niveau de l'expression de l'enzyme pourrait 

finalement affecter la méthylation des histones [123.120]. Dans ce sens, une étude sur 6500 

gènes exprimés sur des cellules exposées à des concentrations physiologiques de NO a 

prouvée qu’il peut induire des changements bidirectionnels significatifs, soit l’augmentation 
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ou la diminution de l’expression génétique. Dans cette étude, 88 gènes ont perdu des histones 

autour de leur site d’initiation de la transcription (TSS ) et plus de 3000 gènes ont gagné des 

histones autour de leur TSS, ainsi qu’environ 900 gènes ont perdu des histones et 900 gènes 

ont gagné des histones au niveau de leurs régions promotrices [124]. 

I.5.2.7.e. Action via la régulation de la méthylation de l'ADN 

La méthylation de l'ADN est un mécanisme épigénétique important impliqué dans la 

régulation de l'expression des gènes, et il se produit par l'addition d'un groupe méthyle au 

cinquième carbone des nucléotides cytosine de l'ADN [111]. Plusieurs rapports relient 

l’expression d ‘iNOS ainsi que la production de NO aux changements dans la méthylation de 

l'ADN. Par exemple, des études ont démontré que les effets du NO sur l'inhibition des gènes 

sont médiés par  la méthylation de l‘ADN qui dépend de l'activité des (DNMT) [125]. 

D’autres études ont prouvé le rôle de NO dans l'activation des DNMT [126]. 

I.5.2.7.f. Action via la régulation (miRNA) 

Les (miRNA) sont des ARN non codants allant de 18-20 nucléotides qui régulent divers 

processus physiologiques et pathologiques. Ils peuvent réguler environ 30% des protéines de 

la cellule par la régulation négative de l'expression de l'ARNm, la dégradation de l'ARNm, la 

désactivation de l'ARNm, ou l'inhibition de l'assemblage ribosomique [127]. Cependant, il a 

été démontré que les miARN peuvent augmenter la traduction de cibles spécifiques grâce à un 

mécanisme mal compris [128.129]. Plusieurs études ont prouvé la sur-régulation de certains 

miARN suite à la production de NO, y compris miR-1, miR133a, miR-210 et miR-34a 

[130.131].  D’autres études ont démontré que les actions du NO sur la régulation du miARN 

semblent être un mécanisme responsable de nombreux changements héréditaires dans 

l'expression des gènes [111]. 

En plus des effets directs du NO sur la régulation épigénétique, il a été  démontré qu’il peut 

influencer la régulation des processus métaboliques de plusieurs cofacteurs enzymatiques 

impliqués dans la modification de la chromatine [111]. 

De plus des effets de signalisation de NO qui peuvent influencer l’activation et les niveaux 

d'expression ainsi que la localisation de nombreuses enzymes régulatrices épigénétiques et 

peuvent ainsi reprogrammer les profils d'expressions géniques et modifier radicalement le 

phénotype cellulaire, il est bien connu que le NO peut influencer le métabolisme cellulaire, en 

particulier par des interactions avec les mitochondries [132.133]. 
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I.5.2.8. Action via la mitochondrie 

Le NO et les (RNS) fonctionnent comme molécules de signalisation entre le noyau et la 

mitochondrie [134]. Il a été démontré que le NO produit par le NOS mitochondriale (mt NOS) 

peut induire une cytotoxicité de la cellule via l’inhibition de la respiration mitochondriale 

[135]. Cependant, d'autres études ont rapporté que la signalisation de RNS a été associée à la 

biogenèse mitochondriale et le nombre élevé de mitochondries dans la cellule. Aussi, un 

grand nombre d’études ont prouvé l’effet de RNS sur le métabolisme cellulaire en modifiant 

des sites spécifiques dans la chaîne respiratoire [136]. 

I.5.2.9. Action via la signalisation intracellulaire MAPK 

Le NO joue un rôle majeur dans la régulation des voies de signalisation cellulaire. Plusieurs 

études ont démontré que les RNS peuvent interagir avec JNK et STAT et les voies NF-kB, 

ainsi qu'avec les MAPK et certaines protéines G [137]. Plusieurs travaux ont indiqué que le 

NO peut activer le p21 ras, qui est une protéine G monomère jouant un rôle clé dans la 

prolifération, la différenciation, l'apoptose .ainsi que la régulation des cyclines, des kinases et 

leurs inhibiteurs [138]. 

Les mécanismes d’action du NO sont hautement régulés et présentent une spécificité 

remarquable qui dépend des conditions physiologiques et physiopathologiques de 

l’environnement cellulaire [139.45]. 

I.6. Implication du NO dans la réponse immunitaire  

Le NO joue un rôle majeur dans le système immunitaire. Il constitue une molécule immuno-

modulatrice impliquée dans la régulation de signalisation intra- et-intercellulaire affectant le 

phénotype, la différenciation, les mouvements, les communications et la fonction des cellules 

immunitaires [140]. De plus, il peut influencer la production des cytokines et d'autres 

médiateurs solubles, l'expression des molécules d'adhésion et costimulatrices et la synthèse et 

le dépôt de composants de la matrice extracellulaire [141]. 

L’iNOS est fortement exprimé par l’induction de plusieurs stimuli immunologiques. Il 

constitue l’acteur principal des effets protecteurs et toxiques au cours de la réponse 

immunitaire [142]. 
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I.6.1. Implication du NO dans la réponse immunitaire innée 

Au fil des années, le NO est considéré comme le bras du système immunitaire inné, dont 

l’iNOS peut produire des concentrations élevées de RNS pour détruire les pathogènes ou 

digérer les protéines au niveau du phagosome en amplifiant la réponse immunitaire innée 

[142]. De plus, le NO peut influencer la modulation de la phagocytose, l’expression des 

molécules du Complexe majeur d'histocompatibilité classe II (CMH II) et costimulatrices, la 

présentation de l'antigène, la production des cytokines, la différenciation, la  survie et 

l’apoptose des cellules myéloïdes [143]. En outre, un nombre d’études ont prouvé le rôle 

majeur du NO dans la modulation des phénotypes intrinsèques ainsi que l’acquisition ou 

l'altération de la capacité fonctionnelle des cellules myéloïdes. De plus, il a été démontré qu’il 

peut favoriser les effets régulateurs des cellules myéloïdes sur les cellules immunitaires 

voisines [144]. 

Le NO est fortement impliqué dans la régulation de la fonctions de macrophages au cours de 

la réponse immunitaire innée dont l’expression de NOS2 peut stimuler la production de 

facteur stimulant des colonies de macrophages (M-CSF) en favorisant la différenciation et la 

maturation des macrophages [144]. Aussi, il a été démontré que l'engagement de récepteur de  

Fc dans les macrophages peut déclencher l'activité et la production du NO, ce qui facilite la 

phagocytose [145].  

Au cours de la réponse inflammatoire le NO est impliqué dans la maturation des cellules 

dendritiques [146].Des études ont indiqué qu’il peut influencer l'adhésion et le chimiotactisme 

des leucocytes où ils ont trouvé que le NO peut réguler l'expression de protéine src qui est 

impliqué fortement dans la migration et le mouvement du macrophage. Les chercheurs ont 

indiqué que l‘iNOS est hautement localisé au niveau du cytoplasme, des petites vésicules, des 

mitochondries, des granules primaires et tertiaires et à proximité des phagosomes dans les 

tissus infiltrant de macrophage et neutrophile [144]. De plus, des études ont démontré que le 

NO peut moduler la production des chimiokines telles que la protein chemioattractant de 

monocyte 1 (MCP-1), les Protéines Inflammatoires de Macrophage (MIP-1α) et (MIP-2α). Il 

constitue aussi un substrat des voies peroxydases des neutrophiles et des éosinophiles [144]. 

D’un autre côté, plusieurs études ont trouvé que le NO est un immunosuppresseur qui peut 

empêcher le roulement, l'adhérence, la transmigration des leucocytes (monocytes et 

granulocytes) et inhiber l'activité des chimiokines tels que l'IL-8. De plus, il a été démontré 

que le NO peut diminuer l'expression de certain molécules d'adhésion, telles que les 



LES DONNEES DE LA LITTERATURE                                             Chapitre I 

 

23 

molécules d'adhésion des cellules vasculaires (VCAM-1), les molécule d'adhésion inter-

cellulaire (ICAM-1), CD62E (E-sélectine) et CD62P (P-sélectine), ainsi qui il peut inhiber 

l'expression et la fonction des intégrines sur les neutrophiles, tels que CD11a, CD18, Antigène  

associé aux fonctions lymphocytaires1 (LFA-1 ) [147.148.149.150.151]. 

Le NO peut stimuler la perméabilité vasculaire et déclencher la synthèse des protéines de la 

phase aigüe, ce qui permet le recrutement et l'activation des cellules de la réponse 

immunitaire adaptatives [152] .Dans ce sens, plusieurs études ont démontré que le NO peut 

orienter la réponse immunitaire adaptative et moduler la balance  Th1 (T helper 1)/Th2 (T 

helper 2) par la régulation de la différenciation de macrophage M1/M2. Les macrophages M1 

peuvent exprimer le iNOS qui est responsable de la métabolise de (L-Arg) en NO et en 

citrulline, tandis que les macrophages M2 sont caractérisés par l'expression de l'enzyme 

arginase qui hydrolyse l'arginine en ornithine et en urée. Les cytokines Th1 (L'IL-12, IFN-γ, 

TNF) favorisent la production de INOS et la différenciation et la maturation du macrophage 

M1. Cependant, les cytokines Th2 (IL-4 : IL-10, IL-13), peuvent augmentent l’activité de 

l’arginase et la différenciation et la maturation du macrophage M2. Pour cela, la voie de 

l'arginase peut limiter la disponibilité de l'arginine pour la synthèse du NO et la compétition 

entre l’iNOS et l'arginase peut influencer la différenciation des macrophages M1/M2 en 

modulant la réponse immunitaire adaptative vers la voie Th1/la voie Th2 [153]. 

I.6.2. Implication du NO dans la réponse immunitaire adaptative 

Le NO pourrait jouer un rôle de molécule effectrice au cours de la sélection, l’éducation et le 

développement des lymphocytes T (LT) dans le thymus . Des études ont trouvé que l’iNOS 

est fortement exprimé dans les cellules épithéliales et dendritiques après contact avec des 

auto-antigènes ou avec des thymocytes activés par la stimulation des récepteurs  LT(TCR) au 

niveau de la jonction cortico-médullaire et médullaire du thymus. De plus, le NO libéré par 

les cellules stromales thymiques est l'un des facteurs responsables de la délétion des 

thymocytes double-positifs [154]. En outre, des études récentes ont prouvé l'effet du NO sur 

la différenciation de Th0 [155]. Aussi, le NO peut inhiber la prolifération et provoquer la mort 

des lymphocytes T, dont des études ont trouvé que les souris qui sont dépourvues des 

mécanismes antioxydants présentaient une déficience significative des LT et LB en raison 

d'une S-nitrosylation excessive et d'une apoptose lymphocytaire [140]. D'un autre côté, de 

petites quantités de NO favorisaient la survie et la différenciation des sous-populations de 

cellules T, notamment les cellules T régulatrices (Treg)  qui peuvent ainsi inhiber la 
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différenciation des cellules Th17 [155]. De plus, des études récentes ont montré que le NO 

exogène peut réguler la différenciation des Th9 et Th17. Ces études ont trouvé que les souris 

qui présentent un déficit d’iNOS peuvent montrer une fréquence réduite de cellules Th9 

[156]. 

A ce jour, les chercheurs n'ont pas une vision claire de la fonction du NO dans les cellules B, 

malgré que le sérum des souris qui présentent un déficit de NOS2 ait prouvé que le NO peut 

influencer la prolifération des plasmocytes ainsi que les types d’anticorps produits [144]. 

I.7. Implication du NO dans le cancer  

Parmi les trois enzymes NOS dans les systèmes mammifères, l’iNOS est fortement impliqué 

dans la biologie du cancer en générant plus de NO que les NOS constitutifs [151]. Les iNOS 

qui s'expriment après l'exposition à plusieurs stimuli inflammatoires (les cytokines et les 

endotoxines) peuvent moduler différents processus et mécanisme cellulaire dans le MET 

présentant un double rôle tumorigène et tumoricide [69]. Des études ont démontré que l’iNOS 

est fortement exprimé dans plusieurs types de tumeurs, incluant le cancer du sein, de cerveau, 

des poumons, de la vessie, de l'ovaire, de la cavité buccale, de la prostate, de l'œsophage, et 

du pancréas [157]. Les chercheurs ont également prouvé que plusieurs polymorphismes qui se 

produisent dans le promoteur iNOS humain ont été corrélé avec la gravité de cancer gastrique, 

de carcinomes urothélial et de gliome [158]. De plus, il a été démontré que l'activité accrue de 

l'iNOS a été positivement corrélée avec le degré de malignité des tumeurs gynécologiques, 

des carcinomes, des sarcomes, des tumeurs de la tête et du cou, des carcinomes 

hépatocellulaires, des mélanomes et de la leucémie de Kaposi [159]. Il a aussi été démontré 

que l'inhibition d’iNOS peut favoriser la métastase cellulaire chez les souris atteintes de 

cancer hépatique [69]. De plus, des études ont indiqué que la transfection du gène iNOS dans 

les cellules de mélanome peut induire l'apoptose, inhiber la tumorigéne et abroger la 

métastase [160]. D’ailleurs, il a été démontré que la délétion d’iNOS peut augmenter  la 

croissance tumorale et les métastases des sarcomes ovariens [161]  

Le MET à la capacité de produire des concentrations différentes de NO, dont le rôle est très 

complexe, peut induire l’apoptose ou la croissance cellulaire. En effet, des études ont 

démontré que le NO généré à des concentrations modérées contribue à la tumorigenèse. 

Cependant, le NO produit à de fortes concentrations agit comme un potentiel agent 

anticancéreux assurant l’apoptose et inhibant l’angiogenèse [162]. 
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Donc, un double rôle du NO dans le cancer a été bien reconnu [162]. Plusieurs études ont été 

développées en discutant les mécanismes menant à ces deux activités du NO pro-tumoraux et 

anti-tumoraux [69]. 

I.7.1. Les effets pro-tumoraux du NO 

Plusieurs études ont indiqué que la production du NO peut favoriser la progression du cancer 

en provocant la prolifération, la migration, l’invasion, la métastase des cellules tumorales, 

l’angiogenèse et la résistance à la thérapie [163.164.165]. Il a été démontré que les RNS 

jouent un rôle majeur dans l’instabilité de génome et peuvent provoquer la transformation 

néoplasique. Ainsi, des études ont prouvé que les modifications épigénétiques irrégulières 

induites par le NO impliqué dans plusieurs voies pro-oncogènes [157] .En outre, des études 

ont démontré que le NO peut exploiter les mutations de p53 pour contribuer à la croissance 

des cellules tumorales [166]. 

Le NO peut cibler certaines caspases qui sont impliquées dans l’apoptose. Les chercheurs ont 

prouvé que la S-nitrosylation peut influencer la caspase-3 et la caspase-9 [167.168]. 

Récemment, il a été démontré que Inhibiteur lié à l'X de la protéine d'apoptose (XIAP), un 

inhibiteur puissant des caspases peut subir une S-nitrosylation en cystéine 213, ce qui peut 

induire une altération aux fonctions anti-apoptotique et associée à la tumorigenèse et la survie 

de nombreuses cellules malignes [169]. Ainsi, le NO joue un rôle majeur dans les voies de 

signalisation responsables la tumorigenèse incluant la voie MAPk et la voie JNK [138]. De ce 

fait, il a été démontré que la production de NO endogène dans les cellules de fibrosarcome 

peut inhiber l'activité des protéines kinases régulatrices du signal d’apoptose 1 (ASK1) dans 

la voie p38 MAPK [170]. En outre, le NO peut influencer le contrôle de la voie NF-κB qui 

représente un mécanisme de survie dans plus de 50% des cancers. Les chercheurs ont 

démontré que l’activation accrue du NO peut influencer l'hyperactivité de NF-kB, ce qui 

contribue à la tumorigenèse en favorisant l'expression de divers gènes impliqués dans la 

survie et la prolifération [171.172]. De plus, des études ont prouvé que la S-nitrosylation de 

l’inhibition de certaines protéines d’apoptose cellulaire peut induire l'activation du NF-kB et 

conférer une résistance à l'apoptose [173].  

Le NO peut induire l'expression de gènes cytoprotecteurs tels que Les protéines de choc 

thermique de 70 KD (HSP70) qui peut inhiber l'oligomérisation de facteur apoptotique 

activant la protéase-1(Apaf-1 ) en se liant au domaine de recrutement de  caspase (CARD), ce 

qui empêche la formation de l’apoptosome, ou inhibe la libération du cytochrome C [174] 
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[175.176] .D’ailleurs, il a été démontré  qu’au cours des maladies inflammatoires chroniques, 

une exposition prolongée à des agents pathogènes et une production accrue de NO 

accompagnées de processus de cicatrisation qui persistent et peuvent conduire à la fibrose ou 

à la croissance de tumeur. Egalement, l’expression élevée de NOS2 chez les patients atteints 

de colite indique un risque plus élevé de développer un cancer du côlon [177]. De plus, 

l'induction cellulaire de NO dans les fibroblastes associés au cancer (CAF) peut influencer 

l’expression des facteurs inflammatoires incluant la chimiokine (CXCL14) [178]. En outre   , 

la mammographie mammaire est proposée pour produire une réponse au stress qui peut 

augmenter la production de NO et des signaux de stress kinase JNK1, conduisant à un 

processus inflammatoire favorisant le cancer du sein [179].  

Le NO peut favoriser la migration et l'invasion des cellules tumorales par la réduction de 

l'adhésion cellulaire. Des études ont trouvé que les niveaux élevés de NO dans le 

microenvironnement contribuent à la migration du cancer du poumon [180]. Ainsi, il a été 

démontré que le NO peut influencer l'activité de l'intégrine α9β1 et la tyrosine kinase src, ce 

qui peut améliorer la migration cellulaire [181]. De plus, le NO a été impliqué dans les voies 

d'activation de la métalloprotéinase matricielle1  (MMP-1), MMP-2, MMP-3 et MMP-9. 

Plusieurs études ont démontré qu’il peut moduler l'expression et l’activation de pro-

collagénase proMMP-8 provoquant l'invasion des cellules tumorales [182.183]des études chez 

des patients atteints d'un cancer gastrique ont montré que l'expression d’iNOS était associée à 

la métastase et le développement des vaisseaux lymphatiques et vasculaires [184].  

Le NO peut jouer un rôle critique dans l'angiogenèse et l'organisation de la matrice 

extracellulaire. Il a été observé que l'augmentation du taux de NO dans le MET entraîne une 

régulation positive de facteur de croissance l'endothélium vasculaire (VEGF) qui peut à son 

tour augmenter la prolifération et la migration des cellules endothéliales et favoriser 

l'angiogenèse dans plusieurs tumeurs [184]. Plusieurs études ont démontré que la nitrosylation 

peut stabiliser le (HIF) α, un facteur de transcription qui peut stimuler la libération du (VEGF) 

en favorisant l'angiogenèse tumorale [185]. De plus, le NO peut stimuler la production et 

l'activité de la COX-2 et la  (PGE2). Ceci permet une augmentation dans la production de 

VEGF, ainsi qu’une action directe du NO peut avoir lieu dans l'induction de la production de 

VEGF [69]. 

Le NO peut favoriser la résistance aux chimiothérapies, aux radiothérapies et aux 

médicaments anti-tumoraux. Les chercheurs ont prouvé que l’inflammation chronique du 
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MET au niveau du cancer du mélanome peut promouvoir la résistance aux médicaments via la 

production de NO [165]. Ainsi, il a été démontré que l'inhibition de la production de NO dans 

les tumeurs du gliome peut supporter le traitement par radiation [186]. De plus, dans des 

modèles animaux provenant des tumeurs du sein et de la prostate, une résistance à la 

destruction cellulaire a été rapportée en raison de l'augmentation du NO dérivé de l'iNOS 

[187]. En outre, le NO peut influencer différentes voies de signalisation favorisant la 

résistance accrue aux médicaments anti tumorale. Des études ont prouvé que l'activation de 

NF-kB peut conférer une résistance acquise après une chimiothérapie [188]. 

Il est maintenant évident que le NO joue un rôle important dans divers stades de la 

cancérogenèse, tels que l’endommagement de l'ADN, l'activation des oncogènes, l'inhibition 

des enzymes réparatrices d'ADN et des gènes suppresseurs de tumeurs, la modulation de 

l'apoptose, l’induction des métastases et l'angiogenèse et la résistance au traitement [160]. 

Cependant, plusieurs travaux ont bien élucidé les effets anti-tumoraux du NO qui 

comprennent les dommages directs de l'ADN, l'apoptose, l'inhibition de la synthèse de l'ADN 

et la perturbation de la physiologie mitochondriale [69]. 

I.7.2. Les effets anti-tumoraux de NO 

Les mécanismes typiques de l'apoptose médiée par le NO inclus la condensation de la 

chromatine, la fragmentation de l’ADN, la libération du cytochrome c des mitochondries, la 

modulation des protéines Bcl-2 anti-apoptotiques, l'activation des caspases et l'augmentation 

de l'expression de p53 [189]. Plusieurs études ont démontré que le NO peut induire 

l'expression de la protéine kinase ADN-dépendante (DNA-PK), une enzyme clé dans la 

réparation de l'ADN qui confère une protection contre l’endommagement de l’ADN et les 

transformations néoplasiques [190]. Ainsi, il a été démontré que le NO peut modifier 

l'expression et la fonction des différentes protéines liées à l'apoptose incluant le Bcl-2, le p53 

et les poly-ADP-ribose-polymérase (PARP) [191.192]. D’autres études ont démontré que des 

concentrations élevées de NO peuvent conduire à l’accumulation et la stabilisation de p53, ce 

que pourraient favoriser l'apoptose et l'inhibition de la croissance des cellules tumorales [193]. 

De plus, l'activation de JNK/SAPK et p38 MAPK qui est médiée par le NO peut conduire à 

l'activation des cascades ce qui peut stimuler le programme génétique pro-apoptotique [74]. 

En outre, Plusieurs autres études ont démontré que la S-nitrosylation des récepteurs de la mort 

Fas et DR4 constitue une étape obligatoire pour la transmission du signal de la mort qui peut 

sensibiliser les cellules cancéreuses à l’apoptose induite [194]. Certains travaux ont prouvé 
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que la S-nitrosylation des cystéines 199 et 304 dans les cellules du cancer colorectal peut 

augmenter l'expression de Fas, présentant ainsi un effet fonctionnel pro-apoptotique [195]. 

Le NO est constitué d’un inhibiteur de la prolifération cellulaire. Plusieurs études ont 

démontré que l'activité de l'arginase II peut augmenter les polyamines qui sont impliquées 

fortement dans la prolifération cellulaire. Cependant, l’iNOS peut entrainer une compétition 

avec l'arginase [196]. Ainsi, le NO peut également exercer son action antiproliférative via la 

voie de signalisation Ras et certains facteurs de transcription qui peuvent être désactivés par la 

S-nitrosylation [197]. De plus, le NO peut réguler l’activité de PKA, ce qui peut augmenter 

l'expression de P53 et P21[198]. En outre, plusieurs études ont démontré que le NO peut 

induire un retard du cycle cellulaire, où il peut favoriser l'inhibition de cycline A et 

l'activation d’inhibiteur  du protéine kinase cyclin-dependent (CKI) [199]. 

Des études ont démontré que le NO peut induire un dysfonctionnement mitochondrial en 

affectant l'homéostasie cellulaire, ce qui peut initier l’apoptose. Il a été démontré qu’il peut 

déclencher l'apoptose en se liant au cytochrome c provoquant ainsi l’endommagement des 

complexes mitochondriaux I, II, IV et V, comme il peut affecter les membranes 

mitochondriales, ADN mitochondrial, SOD mitochondriale et provoquer la libération de 

Calcium ( Ca+) , la perméabilité transitoire, et le gonflement mitochondrial [200].  

Une étude récente a rapporté que le NO peut inhiber la résistance et les métastases des 

cellules tumorales par l’inhibition de l’activité du NF-κB en ciblant le facteur de transcription 

Yin Yang 1 (YY1) et l’inhibiteur de la protéine kinase raf (RKIP) [201]. De plus, il a été 

démontré que le NO peut avoir un effet cytotoxique sur la dispersion des cellules. Des études 

ont trouvé que l’induction d’iNOS et la génération de NO peuvent inhiber les métastases 

hépatiques [69]. 

Les mécanismes anti-tumoraux du NO amènent à croire que le NO peut jouer un rôle 

important dans le développement d'une réponse immunitaire contre les tumeurs. 

I.7.3. L’implication de NO dans la réponse immunitaire anti-tumorale 

Le NO peut avoir un rôle multiforme et complexe dans l'immunologie anti-tumorale car il 

existe une très fine ligne entre le rôle tumoricide bénéfique et le rôle immunosuppresseurs 

néfastes du NO au cours de la réponse immunitaire anti-tumorale [144]. 
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Plusieurs études ont démontré qu’au cours les premiers événements de la tumorigenèse, les 

RNS servent le bras de système immunitaire pour déclencher l'apoptose des cellules 

cancéreuses et détruire les cellules transformées émergentes. Cependant, au cours du 

développement de tumeur qui peut échapper au système immunitaire, le NO est reprogrammé 

par le MET pour soutenir les cellules cancéreuses. L'équilibre entre ces deux effets dépend de 

la localisation du NO produit par les cellules tumorales, par les cellules myéloïdes infiltrant de 

tumeur ou par les LT effectrices anti-tumorales ainsi que la quantité de NO générée dans les 

cellules tumorales [69.144]. 

Plusieurs études ont démontré que le NO généré par le NOS2 qui est exprimé par les cellules 

cancéreuses peut altérer la réponse immunitaire anti-tumorale, alors que le NO produit par des 

cellules myéloïdes agit en conjonction avec des cellules T CD8+ pour éradiquer la tumeur ? 

Donc, le NO présente une interaction dynamique entre les cellules tumorales et les cellules 

immunitaires qui pourraient être changée en fonction du moment, du lieu, de la concentration 

et le changement des conditions du MET [69.144]. 

I.7.3.1. Les effets anti tumorale de NO au coures de la réponse immunitaire 

La destruction des tumeurs est associée fortement au NO-NOS2 dépendant dérivé des 

macrophages [202]. Plusieurs rapports ont indiqué que les macrophages sont nécessaires pour 

la réponse immunitaire anti-tumorale et peuvent détruire différents types de tumeurs in vitro 

et in vivo, y compris le cancer du pancréas, le  cancer de l'ovaire, le cancer du foie et le cancer 

du mélanome [69]. Des études ont prouvé qu’au cours du développement de la tumeur, les 

macrophages et les cellules NK utilisent le NO pour tuer les cellules tumorales [60]. De plus, 

il a été démontré que le NO synthétisé par les cellules myéloïdes infiltrant tumeur peut activer 

les cellules T CD8+ cytotoxique. Une étude qui a été effectuée sur des souris porteuses de 

tumeur de lymphome a confirmé que le NO était essentiel pour l'activité anti-tumorale des 

LTCD8+ et que la production de NO exogènes peut stimuler le système immunitaire et initier 

une régression tumorale [203]. En outre, la mort des cellules tumorales peut également être 

due à l'induction de l'iNOS en réponse à l'IFN-γ et TNFα qui sont libérés par les lymphocytes 

cytotoxiques [204].  

Bien que le NO est fortement impliqué dans la surveillance et la réponse immunitaire anti-

tumorale, ses effets immunosuppresseurs favorisant la tumeur, tels que la prévention de 

l'infiltration leucocytaire et la suppression de la prolifération des LT ont été récemment mise 

en évidence par les scientifiques [144.203.69]. 
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I.7.3.2. Les effets immunosuppresseurs de NO au cours de la réponse immunitaire anti-

tumorale 

Plusieurs études ont démontré que l’inhibition de la production de NO peut améliorer la 

réponse immunitaire anti-tumorale, à mesure que la tumeur progresse le NO peut soutenir 

l'angiogenèse, limiter l'infiltration des leucocytes et augmenter les facteurs 

immunosuppresseurs, ce qui peut inhiber la fonction des LTet faciliter l’échappement des 

cellules cancéreuses aux réponses immunitaires anti-tumorales [144]. Ainsi, la balance des 

voies Th1/Th2 est l’un des mécanismes qui peuvent expliquer l'altération des réponses 

immunitaire anti-tumorales. Certaines études ont trouvé que les patients atteints du cancer du 

rein peuvent présenter des niveaux élevés d'expression de l'arginase 2 associés à une déplétion 

en (L-Arg) et, un dysfonctionnement des L T, et une augmentation de la croissance tumorale 

[175]. De plus, il a été démontré que la synthèse de polyamines pourrait inhiber l’effet 

tumuricide du NO au cours de la réponse immunitaire anti-tumorale [153]. 

Le rôle du NO dans la réponse immunitaire anti-tumorale est essentiel pour développer des 

stratégies immuno-thérapeutiques contre différents types de tumeur [69]. 

I.7.4. Implication du NO dans les cancers hématologiques 

Le NO est fortement exprimé dans le microenvironnement de la MO. Il peut jouer un rôle 

primordial dans la croissance et la différenciation des cellules souches hématopoïétiques 

normales et malignes [11]. Cependant, plusieurs études ont prouvé l'effet cytotoxique du NO 

sur la culture primaire des cellules hématologiques malignes [205]. Des études ont trouvé que 

le donneur de NO, le nitroprussiate de sodium (SNP), peut provoquer des effets cytotoxiques 

sur les cellules des patients atteints de lymphome malin (ML), de leucémie myéloïde aiguë 

(LAM), et de leucémie myélomonocytaire chronique (CMML) [206]. Aussi, le pro-

médicament JS-K en libérant le NO  peut favoriser une activité anticancéreuse sur les cellules 

via plusieurs mécanismes [208]. Plusieurs composés pharmacologiques peuvent  présenter des 

propriétés tumoricides sur les cellules de leucémie en  générant des RNS et induire  l'apoptose 

p53dépendant [193]. 

I.8. Le NO comme cible thérapeutique anti-tumorale 

L’effet thérapeutique du NO a été amplifié par les scientifiques en explorant de nouvelles 

stratégies de traitement au cours de diverses maladies [11]. Un grand intérêt a été généré par 

les chercheurs dans le développement de médicaments anticancéreux qui peuvent cibler le 
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métabolisme du NO [203]. Les applications cliniques des inhibiteurs de l’iNOS, des donneurs 

de NO et des médicaments liés à (l-Arg) ont été développés pour atteindre des résultats 

thérapeutiques améliorés au cours de plusieurs cancers, y compris le cancer de l’ovaire et 

cancer hépatique [209.210]. Les études ont trouvé que l’inhibition d'iNOS ne présente pas le 

seul moyen pour réduire la progression tumorale. Ainsi, l'induction de l’iNOS est l’un des 

mécanismes qui ont été examinés et peut présenter une activité anti-tumorale au cours de 

plusieurs cancers [194]. 

I.8.1. L’induction de NO comme cible thérapeutique anti-tumorale 

Le NO est apparu comme un adjuvant puissant pour l'hypersensibilisation des tumeurs aux 

chimiothérapies et radiothérapies. L’activité apoptotique et tumoricide de l’induction de 

l'iNOS a été mise en évidence par nombreux essais thérapeutiques [69]. De nouvelles données 

ont indiqué que les donneurs de NO et les agents S-nitrosylants peuvent améliorer la 

chimiothérapie anticancéreuse. D’ailleurs, il a été démontré que la S-nitrosylation des sous-

unités IKK présente une stratégie puissante pour améliorer la thérapie au cours de plusieurs 

cancers en interférant avec la voie NF-kB [211]. Il a été notamment démontré que certains 

médicaments anticancéreux peuvent générer des RNS en favorisant l’apoptose via l’activation 

de caspases 3 [212]. De plus, l’effet anti-prolifératif et anti-invasif des médicaments 

anticancéreux qui peuvent libérer de NO a été prouvé au cours de plusieurs cancers y compris 

les carcinomes mammaires, les cancers hépatiques, et le cancer de la prostate [209.210.213].  

Les études génétiques ont prouvé que la surexpression de l'iNOS présente une stratégie 

thérapeutique anticancéreuse potentielle in vitro et in vivo. Le transfert de gêne d'iNOS dans 

les cellules cancéreuses prostatiques DU145 et PC3, les cellules cancéreuses du côlon HT-29 

et les modèles d’animaux de fibrosarcome, du cancer de la thyroïde, du cancer pancréatiques, 

du cancer du côlon et du cancer de l'ovaire, a favorisé l’inhibition de la tumorigenèse, la 

croissance tumorale et les métastases, et a augmenté la sensibilité des cellules à l’apoptose et 

à la radiothérapie [214.215]. De plus, la transfection des rétro virus iNOS-positive chez les 

souris atteintes du cancer pulmonaire a induit la diminution des métastases et la croissance 

tumorale [216]. En outre, certaines nanoparticules peuvent induire une cytotoxicité et une 

destruction cellulaire dans les cellules du cancer du sein ZR-75- en libérant le NO [217]. 

D’ailleurs, ils ont trouvé que l’administration de l'arginine par les patients atteints du cancer 

de l’ovaire peut réduire la viabilité des cellules cancéreuses [210]. 
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I.8.2. L’inhibition de NO comme cible thérapeutique anti-tumorale 

Plusieurs recherches thérapeutiques ont été concentrées se sont concentrées sur le maintien 

des niveaux physiologiques de NO dans l’organisme. L'inhibition de l'activation de NFkB a 

été considérée comme une stratégie thérapeutique initiale pour inhiber l’activation de l’iNOS 

au cours de plusieurs cancers [69]. Ainsi, l'administration des inhibiteurs de iNOS a été 

associée à l'inhibition de croissance des cellules du cancer colorectal de HT-29 [172]. De plus, 

il a été démontré que les anti-inflammatoires en inhibant la production et l'activité de l'iNOS 

peuvent réduire la prolifération des cellules du cancer du côlon [218]. Plusieurs études ont 

démontré que la combinaison d'inhibiteurs de NO avec la thérapie photodynamique peut 

améliorer la réponse au traitement dans le cas du cancer du sein et du cancer hématologique 

[119]. 

Les approches thérapeutiques contre le cancer et qui est basé sur la modulation de NO 

nécessitent des études bien dirigées. La meilleure quantification de NO et la compréhension 

de la situation cellulaire ainsi que la régulation de voies de signalisation entraînent un 

développement intense des traitements thérapeutiques anti-tumoraux efficaces [69.11]. 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II 

Le myélome multiple (MM) 
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II.1. Définition du myélome multiple (MM)  

Le myélome multiple (MM) ou maladie de Kahler est un cancer hématologique dû à une 

expansion clonale des plasmocytes envahissant la MO. Il est caractérisé par une ostéolyse et 

une sécrétion des protéines Monoclonaux (MPs) (Ig  monoclonale  (Igms) ou un fragment 

d’Igm (chaîne légère libre))  pouvant développer un déficit immunitaire et  une insuffisance 

rénale sévère [1]. 

II.2. Epidémiologie de (MM) 

Le MM est le deuxième cancer du sang le plus courant dans le monde, et il représente 15 à 

20% des hémopathies malignes [219.220]. L’organisation mondial de santé (OMS) a déclaré 

qu’entre 2000 et 2025, le MM peut toucher 1,71/105 habitants de la population mondiale 

(1,75 pour les hommes et 1,68 pour les femmes). Des études ont prouvé qu'environ 86 000 cas 

de MM se produisent chaque année (47 000 hommes et 39 000 femmes), ce qui représente 

environ 0,8% de tous les nouveaux cas de cancer dans le monde [221].  

Une augmentation de la mortalité du myélome a été observées au cours des dernières 

décennies, environ 63 000 sujets sont signalés à mourir de la maladie chaque année, (33 000 

hommes et 30 000 femmes), représentant 0,9% de tous les décès par cancer [222]. Cette 

maladie touche légèrement plus d’hommes que de femmes. L'âge médian au moment du 

diagnostic du myélome est d'environ 70 ans, avec plus de 75% de cas ont été détectés chez les 

personnes de plus de 50 ans [223]. L’incidence du myélome varie en fonction de la race et de 

la localisation géographique. Le taux d'incidence annuel s’élève à 1,7/100 000 habitants chez 

les hommes et 1,2 chez les femmes, et le taux de mortalité est à 1,2 pour les hommes et 0,9 

pour les femmes [219.220]. Géographiquement, la fréquence est inégalement distribuée dans 

le monde. Les taux les plus élevés de myélome sont observés en Australie, en Nouvelle-

Zélande, en Amérique du Nord, en Europe du Nord et de l'Ouest, tandis que les taux les plus 

bas sont observés en Asie (Figure 11) [222]. 

En Algérie, l'incidence des hémopathies malignes a été difficile à estimer pendant de 

nombreuses années [224]. Les deux approches épidémiologiques qui ont été réalisées entre 

1995 et 2005 et entre 2006-2012 ont indiqué que l'incidence de MM était identique : 1,1 et 

1,01 respectivement et ne dépasse pas 350 personnes par an et la fréquence des patients de 

moins de 40 ans était de 25% [225.226]. Cependant, une étude qui a été effectué par la 

Société Algérienne d'Hématologie (SAHTS) dans  le Registre Algérien de myélome multiple 
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(l’AMMR )entre juin 2014 et juin 2016 a prouvé que la fréquence des patients atteints de MM 

est importante en Algérie, et que l'incidence était supérieure de 1,71 par rapport  aux deux 

études précédentes, plus de 1000 patients en 2 ans. L'âge médian était de 63 ans, avec 53% de 

moins de 65 ans [221].  

La fréquence géographique du MM en Algérie est inégalement distribuée avec 62% des 

patients au centre, 19% de la région d’Ouest et 19% de la région de l’Est [221]. 

 

 

 

Figure 11 : l’incidence et la mortalité de MM par 100 000 dans le monde [222]. 
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I.3. Etiologie de (MM) 

L'étiologie du myélome multiple est mal comprise car l’enquête semble difficile pour une 

maladie à faible fréquence. De plus, la plupart des facteurs de risque qui jouent un rôle majeur 

dans le développement des maladies malignes n'a pas été trouvée clairement impliquer dans 

l'étiologie du MM. Cependant, des efforts importants sont actuellement établis pour améliorer 

les études étiologiques de l'hémopathie malignes et du myélome multiple en particulier [227]. 

Le facteur de risque le plus confirmé pour le myélome est l'augmentation de l'âge. C’est un 

marqueur de substitution pour les complications génétiques qui contribuent directement à la 

maladie [228]. 

II.3.1. Les Facteurs génétiques 

Le MM est un cancer très hétérogène dû aux nombreuses aberrations génétiques successives 

induisant des anomalies chromosomiques de nombre ou de structure, des translocations, des 

mutations, des pertes ou gains chromosomiques [229.230], et qui peuvent cibler des gènes 

suppresseurs ou promoteurs de tumeurs, des gènes de cycle cellulaire, des facteurs de 

croissance ou des facteurs anti-apoptotiques qui sont impliqués dans les processus de la 

tumorigenèse de MM [231.232.233.234]. 

II.3.1.1.Anomalies oncogénétiques primaires 

Ces anomalies représentent les événements précoces qui permettent l’initiation du processus 

de l’oncogenèse de MM [232]. 

II.3.1.1.1. Les anomalies non hyperdiploïdes 

Elles constituent les translocations récurrentes du gène des chaînes lourdes des 

immunoglobulines (IgH) situé sur le chromosome 14 impliquant la région 14q32. Ces 

anomalies se produisent au cours du réarrangement des immunoglobulines lors de la 

commutation isotopique, ce qui représente les translocations les plus fréquentes observées 

dans 90% des lignées cellulaires de MM, et se trouvant chez 60% des patients atteints de MM 

[233.235.236]. 

Nombreux partenaires chromosomiques ont été identifiés au cours des translocations non 

hyperdiploïdes [237]. 
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II.3.1.1.1.a. La translocation t (11 ; 14) (q13 ; q32)  

Elle est portée par le chromosome 11q13 et se produit chez 17% des patients atteints de MM. 

Elle peut provoquer la dérégulation de gène codant pour la  Cycline D1 (CCND1) impliquée 

dans la régulation de cycle cellulaire [238]. 

II.3.1.1.1.b. La translocation t (4 ; 14) (p16 ; q32)  

Cette translocation est portée par le chromosome 4p16 et se produit chez 15% des patients 

atteints de MM. Elle peut provoquer la dérégulation de MMSET (Multiple Myeloma SET 

domain) et  de Récepteur de facteur de croissance des fibroblastes -3  (FGFR-3). Et peut 

induire une surexpression de  gène codant pour la  Cycline D2 (CCND2) [239]. 

II.3.1.1.1.c. La translocation t (14 ; 16) (q32 ; q22-23) 

Elle est portée par le chromosome 16q22-23 et se produit chez 5 à 10% des patients atteints de 

MM. Elle peut provoquer la dérégulation de l’oncogène c-Musculo-aponeurotique de 

fibrosarcome (c-Maf) et induire la surexpression de (CCND2) [235.238].  

II.3.1.1.1.d. La translocation t (14 ; 20) (q32 ; q11) 

Cette translocation est portée par le chromosome 20q11 et se produit chez 5% des patients 

atteints de MM. Elle peut provoquer une surexpression de proto-oncogène (Maf B) et induire 

la dérégulation de la Cycline D2 [240]. 

II.3.1.1.1.e. La translocation t (6 ; 14) (p21 ; q32) 

Cette translocation est généré par le chromosome 6p21 et se produit chez 2% des patients 

atteints de MM. Elle peut induire la surexpression de de gène codant pour la  Cycline D3 

(CCND3) [241.242]. 

De plus, des études ont révélé d’autres translocations qui impliquent les chaines légères des 

immunoglobulines (CLIg) CLIg-Kappa (CLIgk) situées sur le chromosome (2p12) et IgL-

Lambda (CLIgλ) situées sur le chromosome (22q11) [222].  

II.3.1.1.2. Les anomalies hyperdiploïdes 

Il s’agit de multiples trisomies qui peuvent toucher particulièrement les chromosomes impairs 

(3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21). Elles se trouvent chez 40% des patients atteints de MM et 
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peuvent induire la surexpression de certaines Cyclines, de c-Myc, des MAP Kinase et des 

facteurs de croissance [239]. 

En plus des premiers changements génétiques permettant le démarrage du processus de 

l’oncogenèse de MM, la progression de la pathologie est expliquée par la survenue d’autres 

aberrations oncogéniques secondaires [233]. 

II.3.1.2. Anomalies oncogéniques secondaires 

Elles constituent les évènements et les aberrations génétiques qui peuvent s’accumuler sur les 

anomalies oncogénétiques primaires pour produire le phénotype malin du myélome et 

conduire à la progression et le développement de la maladie. Elles incluent des amplifications 

génétiques, des délétions, des insertions, des mutations, des modifications épigénétiques, des 

translocations secondaires et des variations dans le nombre des chromosomes [243]. 

II.3.1.2.1. Délétion du chromosome 13 

Elle constitue la délétion du bras court du chromosome 13 (dél 13) ou souvent la perte de 

séquences en 13q14. La dél 13 se place en seconde position après les anomalies de 

chromosome 14 et se trouve chez environ 45% des patients atteints de MM [244.245]. 

II.3.1.2.2. Délétion du chromosome 17 et mutations de P53 

La perte du bras court du chromosome 17 (del 17p) se trouve dans 40% des lignées cellulaires 

et chez 10% des patients atteints de MM. Elle peut toucher le gène codant pour le p53 

(17p13.1). Cette délétion est associée à plusieurs mutations qui peuvent affecter l’expression 

de certains oncogènes [246]. 

II.3.1.2.3. Les anomalies du chromosome 1 

Le gain du chromosome 1q21 se trouve chez 30% à 40% des patients atteints de MM. Il est 

responsable de la surexpression de sous-unité régulatrice des cyclines 1B kinase dépendante 

(CKS1B ) qui est associé fortement à l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués 

dans la prolifération cellulaire [247]. De plus, les récepteurs immunitaires associés à la 

translocation 1et 2   (IRTA1 et 2), ont été identifiés comme oncogènes de chromosome 1q qui 

sont fortement exprimés dans les lignées tumorales [248]. 
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II.3.1.2.4.Mutations de RAS 

Les mutations des oncogènes Ras se trouvent chez environ 30% des patients atteints de MM, 

et elles sont responsables de l’augmentation et la prolifération cellulaire et les transformations 

malignes au niveau des plasmocytes [239]. 

II.3.1.2.5. La translocation t (8 ; 14) (q24 ; q32) 

Elle Portée par le chromosome 8q24, se trouve chez environ 15% des patients atteints de MM, 

et représente un événement complexe responsable a la surexpression de l’oncogène c-Myc 

[249]. 

II.3.1.2.6. L’activation du NF-kB 

Plusieurs études ont prouvé le rôle majeur de NFkB au cours de l’oncogenèse du MM. Il a été 

démontré que la voie de NFkB est activée chez 40% des patients atteints de MM et contribue 

fortement à la survie et la prolifération cellulaire des (MPC). De plus, des études ont trouvé 

que plusieurs délétions peuvent cibler des inhibiteurs de la voie NF-κB incluant le (BIRC2/3)  

(Baculovirus contenant répétition d’IAP)  BIRC 2/3 sur le chromosome 11 et le Facteur 

associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale3 (TRAF3) sur le chromosome 14 ou 

cylindromatose (CYLD) sur le chromosome 16 [250]. 

II.3.1.2.7. Les anomalies de p16 et p18  

L'inactivation de gène p16 par méthylation a été observée dans 50% des cas de MM. Bien que 

son rôle dans la pathogenèse de MM reste inconnu, des études récentes ont montré que la p16 

ne pourrait pas être exprimée dans la plupart des tumeurs de MM [251.252]. 

Les délétions de p18 ont été observées dans 10% des cas de MM. Un nombre important 

d’études a démontré que l'inactivation de p18, est un phénomène important pour la 

prolifération des MPC [253]. 

II.3.1.3. La prédisposition de système d’Antigène de leucocyte humain (HLA) 

Certains études ont rapporté la prédisposition de HLA comme facteur héréditaire qui favorise 

le développement de MM [228]. Des études récentes ont observé une fréquence accrue de 

HLA-CW5 chez les hommes atteints de MM [254]. De plus, une autre étude a prouvé le 

risque accru de myélome associé à HLA-CW2 [255]. 
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II.3.2.Les facteurs environnementaux et d’autres facteurs de risque  

En plus des facteurs génétiques, le MM résulte d’une combinaison de plusieurs facteurs de 

risque [228]. 

II.3.2.1. La race 

La race semble être un facteur de risque très important au cours de MM. Certaines études ont 

démontré que l'incidence du MM chez les noirs présente le double en comparent avec les 

blancs [256]. 

II.3.2.2. L’exposition aux rayons 

L’exposition aiguë au rayon est un facteur important de prédisposition de MM. Plusieurs 

études effectué sur les survivants de la bombe atomique d'Hiroshima et de Nagasaki ont 

prouvé qu’ils peuvent présenter un risque accru pour développer un MM. Cela a été confirmé 

par l’exposition de la MO des souris à une dose de rayon, ce qui peut favoriser le 

développement d’un MM à stade avancé [257.258]. 

II.3.1.3. Le risque professionnel 

Le risque professionnel a été identifié comme contribuant potentiel aux facteurs de risque de 

MM. L'effet du statut socio-économique (SSE) sur l'incidence du MM a été examiné dans 

plusieurs études qui ont trouvé que 37% des cas de MM étaient survenus chez des personnes à 

faible SSE et 17% chez les personnes à fort SSE. Ceci peut expliquer le nombre élevé de MM 

chez les noirs. De plus, il a été démontré que les facteurs socio-économiques tels que 

l'occupation, le revenu et l'éducation ont présenté 49%, 28% et 17% respectivement de risque 

de MM chez les noirs [259]. En outre, plusieurs études ont détecté l’association de 

l'agriculture avec le risque élevé de MM, bien qu'il y ait une suggestion que les herbicides et 

les pesticides peuvent jouer un rôle important dans le développement de cette maladie [260]. 

II.3.2.4. L'obésité 

L’obésité pourrait être un facteur de risque qui est fortement associé au MM. Certains travaux 

ont trouvé que les sujets obèses présentent un risque accru de MM. Aussi, l’obésité peut 

affecter la mortalité et la survie des patients atteints de MM [261.262]. 
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II.3.2.5. Le tabac  

Plusieurs études ont examiné l'effet du tabac sur le risque de la malignité hématologique. Il 

existe peu de preuves d'un risque accru de MM chez les fumeurs. De plus, la plupart des 

enquêtes sur le rôle de la consommation d'alcool ont prouvé qu’il ne peut pas contribuer à 

l'étiologie du MM. Ainsi, plusieurs études ont rapporté l’absence d’association du tabac avec 

le risque de MM [228.263]. 

II.3.2.5. Les facteurs viraux  

Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH)  et l'hépatite C semblent liée à un risque élevé 

de MM [264.265]. Plusieurs études ont démontré un risque accru de MM chez les personnes 

vivantes avec le SIDA. De plus, il a été démontré qu’un lien avec l’herpè virus humaine-8 

(HHV-8)  est possible au cours de MM [228]. 

D’autres facteurs de risque professionnels et environnementaux y compris les solvants 

organiques et autres produits chimiques ont été étudiés en tant que facteurs de risque 

potentiels du myélome [228]. 

II.4. La physiopathologie de (MM) 

II .4.1 . Ontogenèse des plasmocytes 

Les cellules souches hématopoïétiques multipotentes (CSHM) peuvent subir plusieurs étapes 

de différenciation et maturation pour arriver à la formation des plasmocytes ; des étapes 

indépendantes de l’antigène (Ag) au niveau de la MO aboutissent à la formation des 

lymphocytes B (LB) matures naïves et des étapes dépendantes de l’Ag où les LB matures 

naïves circulent dans les différents organes lymphoïdes secondaires périphériques à la 

rencontre des Ag spécifiques. Ainsi, les LB pourraient être activés par les LT et initier la 

formation des centres germinatifs [266.267]. 

Dans les centres germinatifs, les LB matures sont soumis à un processus d’hyper-mutation 

somatique des régions variables des gènes des immunoglobulines(Ig) et une sélection des LB 

à forte affinité pour l’antigène. Ensuite, la commutation isotypique pourrait être formée pour 

produire des cellules effectrices (LB) mémoires et plasmocytes sécrétant des Anticorps (Acs) 

[266.267]. 

Dans les conditions physiologiques, l’IL-6 constitue le facteur principal de différenciation des 

LB en plasmocytes. Aussi, les plasmocytes présentent des cellules qui appartiennent au 
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système lymphoïde et se trouvent très rarement dans la circulation sanguine. De plus, ils ne 

représentent que 0,14 à 0,3% des cellules de MO. Les plasmocytes normaux ayant achevé leur 

différenciation et ne prolifèrent plus dans la MO  [227]. 

II.4.2. Ontogenèse du MM 

Les précurseurs des cellules souches des MPC ne sont pas encore bien élucidés. Cependant, 

certaines études ont indiqué que les plasmoblastes post-germinative qui ont subi les 

phénomènes physiologiques d’hyper mutation somatique et de commutation isotypique 

pourraient être des cellules progénitrice de MM [268]. 

Le MM peut être prévenu par une maladie précancéreuse non maligne appelée une 

gammapathie monoclonale de signification indéterminée  (MGUS), qui se caractérise par une 

charge tumorale plus faible, inférieure à 10%, et une absence des lésions ostéolytiques. Au 

cours de MGUS, le clone tumoral était stable, asymptomatique et ne se développait pas 

progressivement. Plusieurs études ont démontré qu'environ 2% des patients atteints de MGUS 

progressent par an pour développer un MM [268.227.228] (Figure 12). 

L’oncogenèse du MM présente un processus en deux étapes, les cellules B qui possèdent des 

anomalies génétiques primaires en induisant l’initiation d’un MGUS qui peuvent subir une 

accumulation de nombreuses anomalies génétiques secondaires et favoriser la prolifération 

anarchique des plasmocytes et le développement d’un MM. Le MM peut être initié par un 

stade asymptomatique qui est caractérisés par une prolifération anormale des plasmocytes 

dans la MO sans complications symptomatiques. Ce stade pourrait évoluer à un MM intra- 

médullaire qui est caractérisé par une charge élevée des MPC en induisant plusieurs 

complications symptomatique.le MM extra-médullaire constitue le stade avancé de la 

maladie. Il est caractérisé par des plasmocytes circulants qui se nichent hors de la MO (sang, 

liquide pleural, ascite) formant des métastases. Les lignées cellulaires de MM sont presque 

exclusivement générées à partir des prélèvements de liquides extra-médullaires. La migration 

des plasmocytes extra-médullaire vers le sang (supérieure ou égale à 20%), peut favoriser le 

développement  d’une leucémie à plasmocytes [253] (Figure 12). 
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Figure 12 : Les mécanismes de développement de MM [253]. 

II.4.3. Les phénotypes de MM  

Les cellules plasmocytaires sont caractérisées phénotypiquement par la co-expression du CD 

38 et du CD 138 qui permettent d’affirmer la nature plasmocytaire d’une cellule médullaire 

[269.270] .Par ailleurs, plusieurs études ont identifié des marqueurs à la fois des cellules 

normales et les cellules malignes. Le caractère malin d’un plasmocyte nécessite donc 

l’analyse d’un profil phénotypique plus élargi, comme l’évaluation de l’expression du CD 19, 

CD 27, CD 28 et CD 56, CD44, CD10 [253]. 

II.4.4.Les types de MM 

II.4.4.1.Le MM asymptomatique  

Il est caractérisé par une concentration sérique d’Ig monoclonale supérieure à 30g/L et des 

MPCs supérieurs à 10% sans complications symptomatiques. Le taux de progression en MM 

symptomatique est de 10% par an durant les 5 premières années [271]. 

II.4.4.2.Le MM  non sécrétoire 

Ce type de MM est caractérisé par l’absence de MP dans le sérum des patients et des MPCs 

supérieur à 10%. Il présente entre 3% et 5% de la population totale de MM. Le diagnostic 
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dans ces cas dépend de la biopsie de la MO et de la mise en évidence ultérieure de 

plasmocytes [253]. 

II.4.4.3. Le MM symptomatique 

Il est également caractérisé par un pic monoclonal sérique supérieur à 30g/L et des MPCs 

supérieurs à 10%. Pendant ce stade, les patients souffrent des symptômes dus à 

l’envahissement de la MO par les MPCs [227] (Tableau 6). 

Tableau 6 : Les types de MM [227]. 

 

II.4.5. Symptômes et signes pathologiques de MM 

Le MM se manifeste par différents symptômes généraux. La malignité du MM qui est liée à la 

prolifération anarchique des plasmocytes dans la MO et la production des Ig monoclonal 

s’exprime par une destruction osseuse, une anémie, une hypogammaglobulinémie et un 

dysfonctionnement du système immunitaire avec des infections récurrentes et une 

insuffisance rénale [1].  

II.4.5.1.la production des Anticorps monoclonaux (Acms) 

Les protéines monoclonales qui sont produites en excès par les MPC, s’accumulent dans le 

sang et pourraient être excrétées dans les urines. Les scientifiques peuvent l’identifier par un 

pic monoclonal dans l'électrophorèse [272] (Figure 13). 

La quantité des MPs produite par les MPC varie d’un patient à un autre. Les MPs peuvent 

perdre la fonction des anticorps et présenter des structures anormales qui ont la capacité 

d’interagir entre elles et/ou avec d’autres tissus comme les cellules sanguines, les parois 

vasculaires et d’autres composants sanguins [272.273]. 
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Figure 13: la production des Ac monoclonaux au niveau du MM [272] 

Au cours de nombreux cas de MM, les chaînes légères sont produites en excès par rapport aux 

chaînes lourdes en formant les protéines de Bence Jones qui pourrait être fixées par certaines 

hormones ou minéraux circulants, entraînant toute une variété d’anomalies endocriniennes ou 

métaboliques et avec des facteurs de coagulation, en favorisant un risque accru d’hémorragies 

ou de thromboses [274.275.276.277]. 

II.4.5.2.Les maladies osseuses associées au MM (MBD) 

Les MBD sont l’aspect le plus visible qui se développent chez  environ 79 % des patients 

atteints de MM. Elles constituent fréquemment le révélateur de la maladie et représentent la 

cause majeur de mortalité au cours du MM. MBD peuvent réduire la qualité de vie des 

patients de MM à cause des fractures pathologiques et des douleurs osseuses, principalement 

localisées au niveau de la colonne vertébrale (tassement vertébral avec ou sans compression 

médullaire), du thorax (les côtes), du bassin et du crâne. En effet, les atteintes osseuses au 

cours du MM sont dues à un déséquilibre entre les ostéoclastes responsables de la résorption 

osseuse et les ostéoblastes formant le remodelage osseux [4.5]. Les MPCs et l’environnement 

tumoral du MM peuvent stimuler la sécrétion de plusieurs facteurs appelés « les Facteurs 

activateurs d’ostéoclaste » (OAF)  y compris l’IL-6, l’IL-1, IL- 7, le TNF-α, le TNF-β, MIP-

1a, MIP-1b et la Tartrate-Resistant Acide Phosphatase (TRAP) qui peuvent activer les 

ostéoclastes et inhiber les ostéoblastes aboutissant à une augmentation de la résorption 

osseuse. De plus, des études récentes obtenues in vitro ont prouvé la capacité des MPCs à 

produire des MMP (MMP-1, MMP-2, MMP-9) en contribuant à la résorption osseuse 

[278].Donc, le myélome peut émettre des signaux empêchant les ostéoblastes de créer de 

nouveaux os et accélérant l’activité des ostéoclastes. A son tour, le processus de la résorption 

osseuse induit la sécrétion des facteurs de croissance qui participent à l’augmentation de la 
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masse tumorale et peuvent conduire à l’amplification du processus ostéolytique. Plusieurs 

études ont prouvé que les ostéoclastes peuvent induire des signaux et des substances 

chimiques en stimulant la croissance des  MPCs [279]. 

Au cours des conditions physiologiques, le système RANK -RANK-L - (OPG)  constitue 

l‘acteur principal d’équilibre de remodelage osseuse. Le récepteur RANK s’exprimé à la 

surface des ostéoclastes et appartient à la famille des récepteurs du TNF. L’activation de 

RANK avec son ligand RANK-L, qui est sécrété par les ostéoblastes et par les lymphocytes T, 

peut déclencher la différenciation et l’activation des ostéoclastes. Cependant, l’OPG, la 

protéine soluble sécrétée par les ostéoblastes, joue un rôle de récepteur piège qui peut induire 

la neutralisation RANK-L et empêcher la fixation de RANK-RANK-L en inhibant ainsi 

l’activité des ostéoclastes. Certaines études ont démontré que l’influence de MPC et le 

microenvironnement tumorale du MM sur l’équilibre de remodelage osseux sont largement 

dépendant de la dérégulation du système RANK-RANK-L-OPG (Figure 14) [280]. 

Par ailleurs, d’autres études ont indiqué qu’au cours du MM, l’expression de l’OPG-ligand 

(OPG-L) par les cellules stromales augmente de manière importante tandis que la production 

de l’OPG pourrait diminuer à cause de plusieurs interactions entre les MPCs et les cellules 

stromales [280]. 

Pour cela, la formation des lésions ostéolytiques est la clé physiopathologique du MM et 

constitue le résultat de l’interaction des MPCs avec le microenvironnement de la MO 

tumorale [279.280]. 

 

Figure 14: Physiopathologie  de MBD [280]. 
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II.4.5.3.Les Signes d’hypercalcémie 

L’hypercalcémie constitue un élément de gravité lié à la progression de la résorption osseuse, 

et se développe chez environ 45% des patients atteints de MM. Les complications 

d’hypercalcémie se présentent souvent par des douleurs abdominales, des nausées, des 

vomissements, des signes de déshydratation, une faiblesse, des troubles musculaires et des 

troubles du rythme cardiaque [281.282]. 

II.4.5.4. Anémie 

L’anémie se développe chez 50% des patients atteint de MM et pourrait être révélatrice de 

MM. L’envahissement médullaire par les MPCs peut favoriser le dysfonctionnement de la 

MO associé à une diminution de la fabrication des globules rouges. De plus, plusieurs études 

ont démontré que certaines cytokines sécrétées par le   MET du MM peuvent favoriser 

l’inhibition des érythrocytes [283]. 

II.4.5.5. Atteintes rénales 

Les atteintes rénales se développent chez 70% des patients atteints de MM. Elles sont dues à 

la production excessive des MPs. Les complications rénales au cours du MM représentent 

80% des insuffisances rénales aigues [284.285]. 

II.4.5.5. Les infections 

Les infections récidivantes sont l’une des causes majeurs de mortalité des patients au cours du 

MM. L’envahissement de la MO par les  MPC  peut favoriser le dysfonctionnement des 

cellules immunitaires, la diminution des lymphocytes B polyclonaux et 

l’hypogammaglobulinemie, l’inhibition des fonctions LT et l’activation aberrante de la 

fonction des monocytes, des macrophages et des neutropénies. Donc, les patients de MM 

pourraient être très sensibles aux infections virales et bactériennes [286.287]. 

II.4.5.6. Complications neurologiques 

Elles constituent des compressions médullaires par tassement vertébral. En effet, la 

compression de la gaine nerveuse est expliquée par la contiguïté avec l’atteinte osseuse et la 

prolifération plasmocytaire [288]. 
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II.4.5.7.Syndrome d’hyperviscosité 

L’hyperprotidémie constitue l’augmentation de taux d’Ig dans le sang qui pourrait être 

responsable d’un syndrome d’hyperviscosité et une hypervolémie plasmatique. Les 

complications des syndromes d’hyperviscosités peuvent présenter des syndromes 

hémorragiques, des thrombopathies, des épistaxis, des hémorragies intestinales. Des 

céphalées, des troubles de la vision, et des bourdonnements d’oreille [289]. 

II.5. Classification de MM 

La moyenne de survie des patients atteints de MM est de 4 à 5 ans. En se basant sur 

différentes caractéristiques clinico-pathologique et la combinaison des facteurs de pronostique 

associés à la gravité du MM, tels que le taux de prolifération du  MPC, la quantité des Acms 

produite, l’hypercalcémie et la β2-m élevée, nombreuses classifications du MM sont 

proposées. Cependant, peu de systèmes de classification uniformes ont été  accepté afin de  

prédire la survie, les réponses au traitement et élaborer des analyses rétrospectives des 

thérapies ainsi que la planification prospective des essais cliniques [227]. 

II.5.1.Classification de Durie et Salmon (DS) 

Le DS constitue le premier système de classification utile pour le MM qui a été proposé par 

Durie et Salmon en 1975, et il est devenu largement acceptée et utilisée depuis plus de 30 ans. 

Le DS a été créée en mesurant la masse des cellules tumorales et les MPs synthétisés 

corrélées par des caractéristiques cliniques [228] (Tableau 7). 

Tableau 7 : Classification de (DS) [228]. 
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La classification DS reste d’actualité alors qu’elle a peu de valeur pronostique. Pour cette 

raison, d’autres classifications basées sur des facteurs de pronostique d’importance et des 

anomalies cytogénétiques ont été rajoutées [227.228] . 

II.5.2. Classification ISS (International Staging System) 

Une base des données encore plus grande de 10 750 patients d'Asie, d'Europe et d'Amérique 

du Nord est à l’origine de la création du système international de classification (ISS) publiée 

en 2005. L’ISS est un nouvel indice international de valeur pronostique basé sur l’étude de 

deux paramètres biologiques prédictifs de la durée de survie globale, la β2-microglobulinémie 

et l’albuminémie [253] (Tableau 8). 

 

Tableau 8 : Classification ISS [253]. 

 

 

II.5.3. Classification moléculaire 

Les changements cytogénétiques sont maintenant présents chez presque tous les patients 

atteints de myélome. Bien que la spécificité des altérations chromosomiques soit fortement 

associée à la survie et le pronostique des patients, la classification moléculaire au cours du 

MM n’est pas largement disponible pour l’incorporer dans un système utile, malgré que 

certains essais ont été appliquées par plusieurs cliniciens [227]. (Tableau 9). 

En Algérie, et selon une étude effectuée en 2016, le pronostic des patients atteint de MM était 

évalué selon la classification de SD et le ISS. La classification ISS était utilisée sur 72% des 

patients, avec 16,21% au stade I, 18,56% au stade II et 36,92% au stade III. La cytométrie en 

flux était réalisée uniquement chez 45 patients (4,5%) et la cytogénétique chez un seul patient 

[227.253]. 
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Tableau 9 : Modèle pronostique du myélome multiple basé sur l’anomalie du chromosome 

13q et la B2-microglobuline [227]. 

 

II.6. La relation de MM avec l’environnement tumoral  

L’environnement médullaire de la MO est composé de nombreux types cellulaires: des 

cellules hématopoïétiques (CH), des cellules mésenchymateuses (MSC), des cellules  

immunitaires (IC), des cellules stromales (BMSC), des ostéoclastes (OB), des ostéoblastes 

(OB) et des cellules endothéliales (CE), qui sont intégrés dans une matrice extracellulaire 

(MEC) et un  milieu liquide.. L’homéostasie et les communications cellulaires de ce réseau 

complexe sont associées fortement à plusieurs médiateurs chimiques et forces physico-

mécaniques qui pourrait être un siège de développement tumoral au cours du MM [290]. 

Les facteurs de croissance et les cytokines pro-inflammatoires, qui sont exprimées de façon 

autocrine par les PMCs et paracrine par la MO tumorale sont impliqués fortement dans le 

recrutement des plasmocytes qui peuvent à leur tour influencer l'équilibre médullaire pour 

amplifier les transformations malignes, la prolifération, la survie, l'invasion, la migration et 

les métastase de  MPC ainsi que l'angiogenèse et la résistance aux médicaments 

[291.292.293] . 

L'IL6 est une cytokine pro-inflammatoire qui est fortement sécrété par les cellules de 

microenvironnement médullaire au cours du MM. Il constitue l’un des facteurs de croissance 

les plus importants pour la croissance, la différenciation et la survie de  MPC, dont une 

sécrétion autocrine a été confirmée par plusieurs études [294]. De plus, certaines études ont 

prouvé l’implication d’autre cytokine et facteurs inflammatoires de la MO dans 

l’amplification de la progression tumorale au cours du MM, y compris : le Facteur de 

croissance d’insuline ( I'IGF-I), le VEGF,  IL1b, ,lIFN , Facteur de croissance des 

hépatocytes( HGF) , Facteur de croissance des fibroblastes (FGF )[227]. 
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Les lésions osseuses, le signe majeur des patients atteint de MM, représentent un modèle 

optimal et clair qui peut expliquer la relation de  MPC avec son environnement, dont les 

facteurs de croissance peuvent interagir avec les récepteurs spécifiques de l’environnement 

pour soutenir le développement et la progression tumorale [280]. 

Plusieurs études ont démontré que les récepteurs membranaires et les molécules d’adhésion 

au niveau de la MO, incluant les intégrines, les cadhérines, les sélectines, les syndecans, les 

membres de la superfamille du TNF (CD40, TNFa, Facteur d'activation des cellules B 

(BAFF), ligand d'induction de prolifération  (APRIL) et les membres de la superfamille de lg, 

ont un rôle essentiel dans la prolifération et la niche médullaire des  MPC. Aussi, il a été 

démontré que les interactions entre les cellules peuvent activer plusieurs voies de 

signalisation, y compris la voie Ras/MAPK, la voie PI3K/Akt, la voie Jak2/Stat3 et la voie 

NF-κB, qui sont impliqués fortement dans la survie et l’inhibition d’apoptose de  MPC [228] 

(Figure 15). 

 

Figure 15 : la relation de MM avec son environnement [228]. 
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II.7. La réponse immunitaire au cours de MM  

Les cellules du système immunitaire peuvent occuper un espace important dans le  METde 

MM, et comme le MM constitue une tumeur des cellules immunitaires, plusieurs études ont 

prouvé le rôle majeur des interactions immunitaires innées et adaptatives au cours de cette 

maladie [295]. 

II.7.1. La réponse immunitaire adaptative au cours du MM 

II.7.1.1. Le rôle de LT dans le MM 

Plusieurs études ont démontré que les patients à des stades avancés de MM peuvent avoir une 

distribution élevée des lymphocytes infiltrant de tumeur (TIL) spécialement les sous-

ensembles lymphoïdes CD4+ et CD8+ par rapport aux contrôles sains [244]. Récemment, il a 

été démontré que les LT CD8+ réactives peuvent reconnaître et tuer les cellules tumorales de 

MM. Un certain nombre études ont prouvé le rôle majeur de LT4 dans la réponse anti-

tumorale du MM [296.297]. De plus, plusieurs études ont trouvé que les LT qui sont isolés du 

sang ou de la moelle des patients atteints du MM peuvent facilement effectuer une réponse 

anti-tumorale in vitro en utilisant des cellules dendritiques (DC) chargées d’antigènes 

tumoraux du MM [298]. D’autres études ont démontré que les LT CD4+ et CD8+ peuvent 

déclencher une réponse immunitaire dans l’état pré-maligne de MM chez les patients atteints 

de MGUS [299]. En outre, d'autres populations, telles que les LT γδ, jouent également un rôle 

important dans la surveillance immunitaire et cytotoxicité anti-tumoral chez la souris atteintes 

de MM [300].  

De plus, il a été démontré que lymphocytes sanguins périphériques des patients atteints du 

MM peuvent effectuer une activité anti tumorale direct vis à vis certains linges cellulaires de 

MM. D’après certaines études, il a été trouvé qu’au cours de l'immunothérapie adoptive anti 

MM, le transfert des LTs dérivés des donneurs immunocompétents a effectué une activité 

anti-tumorale chez certains patients qui ont rechuté après la greffe de la MO allogénique 

[301]. 

II.7.1.2. Le rôle de LB dans le MM 

La diminution de la réponse immunitaire humorale qui est caractérisée par la diminution des 

cellules B et l’augmentation des cellules pré-B au cours de MM a été fortement décrite par les 

chercheures. Plusieurs études ont trouvé que le nombre des lymphocytes B circulants présente 
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un bon pronostic au cours du MM. Cependant, des études récentes ont indiqué que l'immunité 

humorale présente un contrôle important dans la réponse immunitaire anti tumorale au cours 

du MM où il a été démontré que les patients qui ont reçu les perfusions des lymphocytes du 

donneur peuvent développer des anticorps contre les antigènes exprimés par les MPC 

[302.303]. 

II.7.2.La réponse immunitaire inné au cours de MM  

Plusieurs études ont démontré que les cellules du système immunitaire inné sont également 

impliquées fortement dans la réponse anti-tumorale au cours du MM [304]. 

En raison de leur rôle central dans la présentation de l'antigène, les DC et les macrophages 

sont largement distribués dans le  MET du MM. Les DC ont été recrutés et activé par les 

chimiokines sécrétées par  MPC et impliquées fortement dans les lésions du MM [305]. De 

plus, des études récentes ont trouvé que les NK peuvent reconnaître les cellules de myélome 

primaire, et soutenir l'évaluation de réponse immunitaire anti-myélome [306]. Il a été 

démontré que les cellules NKT chez plusieurs patients au stade avancé du MM, peuvent 

reconnaître et tuer les cellules de myélome, ainsi qu’ils peuvent s’impliquer fortement dans 

l’immunothérapie adoptive chez les patients atteints de MM [307]. 

II.7.3. L’échappement tumoral à la réponse immunitaire au cours du MM 

Le  MET présente plusieurs obstacles vis à vis l’efficacité des réponses immunitaires anti-

tumorales au cours du MM. Il a été démontré qu’il peut produire des quantités élevées de 

facteurs immunosuppresseurs, y compris TGFb et l’IL10 [254]. Les cellules de MM ont 

également la capacité d’échapper à la surveillance immunitaire via plusieurs mécanismes, 

comme la diminution du potentiel cytotoxique des effecteurs du système immunitaire et 

l'induction du dysfonctionnement des DC [308][309]. 

II.8. La thérapie du MM 

Le traitement du MM a longtemps reposé sur la chromothérapie, la corticothérapie, les agents 

alkylants, les immuno-modulateurs et les inhibiteurs du protéasome ainsi que l’autogreffe de 

cellules souches hématopoïétiques (ACSH) [253]. 

Bien que le MM est encore une maladie incurable, plusieurs nouvelles cibles moléculaires et 

stratégies thérapeutiques ont été élaboré récemment pour améliorer le traitement du MM et 
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prolonger la survie des patients ainsi qu’améliorer leur qualité de vie en évitant la résistance 

aux médicaments et en diminuant la toxicité [228]. 

La compréhension des interactions entre le système immunitaire et les cellules malignes du 

MM a fortement développé la conception clinique afin d’élaborer des protocoles efficaces 

pour le traitement du MM. Plusieurs approches d’immunothérapie sont actuellement évaluées. 

Des essais cliniques pour traiter les patients atteints de MM par l’utilisation des cellules 

immunitaires anti-tumorale ont été mis en évidence récemment par les scientifiques. Plusieurs 

travaux ont prouvé le rôle majeur des anticorps dans la thérapie du MM [227.228.253]. 
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I.1.Matériels biologiques  

I.1.1.Patients 

Nous avons procédé au recrutement de notre population d’étude pendant deux ans (2014 et 

2015), après consultation autorisée de leurs dossiers aux services d’hémato-oncologie et 

rhumatologie  de trois hôpitaux de l'Est Algérien (Constantine, Batna et Annaba). Notre étude 

a inclus 3 groupes : 

 40 patients (29 - 87 ans) n’ont pas subi une chimiothérapie et  selon les critères 

cliniques, biochimiques, cytologiques et Radiologiques ont  permis de conclure au 

diagnostic de myélome multiple avec des syndromes osseux : (Patients MM) 

 27 patients atteints d’Ostéoporose (OP) (35 - 65 ans) : (Patients OP) 

Ce groupe a été considéré  comme  un contrôle positif dans l’étude  

 28 sujets volontaires (27 - 50 ans) semblant être en bonne santé :(Sujets témoins T-) 

Ce groupe a été considéré  comme  un contrôle négatif dans l’étude  

Le sang des 3 trois groupes d’études a été collecté sur des tubes secs et  héparinés, aprés 

centrifugation  (15min à1400 trs/mn). Les sérums et les plasmas et ont été aliquotés et 

congelés à - 80°C jusqu’à utilisation.  

Les données épidémiologiques générales des patients MM (recueillies à partir des dossiers)  

comprennent l’âge, le sexe, la survie, le type d’Acm produit, le pourcentage de  la masse 

tumorale (MPC%) sont pris en considération. (Annexe)  

Tous les sujets ont signé un consentement clair afin que nous puissions réaliser cette étude en 

respectant les règles éditées de la déclaration de HELSENKI (août 2004). 

I.1.2.Les lignées cellulaires 

Afin d’évaluer in vitro le NO produit par les 2 lignées cellulaires, MPC (RPMI 8226) et 

d’ostéoblaste (MG63), nous proposons un modèle d’un microenvironnement  qui renseigne 

sur les interactions cellulaires entre ces deux type des cellules : « coculture des cellules RPMI 

8226 et MG63 » (les RPMI 8226 (ATCC® CCL155™) et les MG-63 (ATCC® CRL-

1427™), ont été obtenu du laboratoire Lymphocyte Normal et Pathologique et Cancers 

.Amiens. France). Ce modèle a été proposé afin d’étudier les mécanismes d’implication de 

NO dans les MBD.  
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I.2. Produits et réactifs 

Les kits de quantification de (NO) ont été obtenus des sociétés d’Arbor assays et R & D. 

L'acide trichloroacétique (TCA), le sulfate de zinc (ZnSO4), le n-naphthyl-1-éthylènediamine  

dichlorhydrate et le Sulfamide ont été  obtenu de Sigma Aldrich. 

Le marqueur de taille des protéines a été obtenu de Cell signaling (7 bandes entre 7et 175 kD 

ref :7720S) 

Les kits de dosage de CRP (C reactif proteine ) , protéine totale (PT) ,  Calcium (Ca
+2

) , 

phosphate (P) et phosphatase alkaline (PAL) ont été obtenu de Cobas 
®
 (roche).  

Les kits de dosage d’Ig, β2m et les chaines légère libre (CLL) ont été obtenu de binding 

sites®. 

Les milieux de cultures RPMI 1640 et DMEM, le sérum de veau foetal (SVF), la pénicilline 

streptomycine, le L-glutamine, le PBS, le bleu de trypan ont été obtenu de Eurobio
®
. 

Le MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) a  été obtenu de Sigma Aldrich. 

II .Evaluation de concentration de NO chez les patients  MM 

Cette étude a été réalisé par deux  kits différents : «  Arbor assay » et «  R&D »  dont, la 

déproténisation est une étape nécessaire pour la mesure de monoxyde d’azote car  la présence 

des protéines entraîne une interférence sur la réaction de Griess. Deux méthodes de 

précipitation  (au  Zinc et au  TCA) ont été testées afin de choisir la meilleure méthode 

appropriée au dosage de NO. 

II.1. Précipitation au (Zn2SO4)  

6mg de sulfate  de zinc ont été ajoutés à 400 µl de plasma (15g / l), le mélange a été vortexé, 

Centrifugé  (10min à  1400 trs/min à 4 C°). 

II.2. Précipitation au TCA  

Le plasma a été traité avec  TCA 20 % (w/v) pendant 30 min dans la glace, le mélange a été 

centrifugé (15min a 1400 trs/min à 4 C°). 

Les deux surnageants ont été récupérés et soumis à une électrophorèse des protéine 
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II.3.Évaluation et caractérisation de la méthode de précipitation  

Une électrophorèse a été effectuée pour tester la présence des protéines dans les deux 

surnageant. (Gel acrylamide 10%, marqueur de taille entre 7et 175 kD) 

II.4.Dosage de NO par le kit R&D 

Le kit contient des réactifs nécessaires à la réaction de Griess, Il inclut la nitrate réductase 

(NR) lyophilisée et son diluant de stockage, le NADH lyophilisé et le diluant concentré de la 

réaction ainsi que le standard de nitrite et nitrate et le réactif de Griess I et II . 

II.4.1.Préparation des réactifs 

Pour préparer 300 ml de diluant de la réaction (1X) on ajoute 30 ml de diluant concentré 

(10X) à l'eau distillée.   

La (NR) a été reconstituée avec 1ml de diluant de stockage de NR et diluée immédiatement 

avant l'utilisation selon l'équation  

A:Nitrate Réductase (µl)= (nombre de puis +2) ×5µl 

B:réaction Diluent (1X) (µl)=volume de A×4 

 Le NADH a été  reconstitué avec 5ml de l'eau distillée et placé sur la glace. 

II.4.2.Préparation de standard 

100 µl de standard de nitrite et nitrate  (2000µmol/L) ont été rajouté à 900 µL de diluant (1X),  

500 µl de diluant ont été mis dans le reste des tubes, 500 µl  de mélange a été transféré entre 

les tubes pour réaliser une série de dilutions ou (200 µmol/L) a été identifié comme le 

standard le plus élevé et le diluant (1X) sert au blanc (0µmol/L). 

II.4.3.Dosage de Nitrite 

50 µl d'échantillon ou  standard de nitrite a été mis sur microplaque, une dilution avec  le  

diluant 1X v/v a été effectué, 50 µl de Griess1  ainsi que 50µl de Griess II  ont été rajoutés, le 

mélange a été incubé 10 min à température ambiante, la DO a été lue à λ= 570 nm. 

II.4.4.Dosage de Nitrate 

50 µl d'échantillon ou  standard de nitrate a été mis sur microplaque, une dilution avec  le   
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diluant 1X v/v a été effectué, 25µL de NADH a été rajouté avec 25 µl de NR diluée au puits 

et  le mélange a été incubé 37 minute a 37 C°, 50 µl de Griess1  ainsi que 50µl de Griess II 

ont été rajoutés, le mélange a été incubé 10 min à la température ambiante et la DO a été lue à 

λ= 570 nm. 

II.5.Dosage de NO  par le kit Arbor assays 

Le kit contient des réactifs pour réaliser la réaction de Griess , il inclut la solution de  nitrate 

réductase et son enzyme de stabilisation, la solution concentrée de NADH et un tampon de kit 

ainsi que le standard de nitrite et nitrate et le réactif de Griess A et B.  

II.5.1.Préparation des réactifs 

550µl de l'enzyme de stabilisation ont été rajoutés à la solution de NR, le mélange a été 

vortexé et dilué avec le tampon de kit v/3v. 

Le NADH concentré a été dilué avec le tampon de Kit v/v 

II.5.2.Préparation de standard 

40µl de standard de nitrite et nitrate  (2000µmol/L) ont été rajoutés à 360 µL de tampon de 

kit, 200 µl de diluant ont été mis dans le reste des tubes, 200 µl  de mélange ont été transférés 

entre les tubes pour réaliser une série de dilution ou (200 µmol/L) a été identifié comme le 

standard le plus élevé et le diluant (1X) sert au blanc (0µmol/L). 

II.5.3.Le dosage  de nitrite 

50 µl de standard de nitrite et 12.5 µl d'échantillon ont été et mis à la microplaque, une 

dilution avec  le tampon de kit v/4v a été effectué, 25 µl de Griess A  ainsi que 25µl de Griess 

B ont été rajoutés, le mélange a été incubé 5 min à température ambiante. La DO a été lu        

λ = 570 nm.  

II.5.4.Le dosage de nitrate  

50 µl de standard de nitrate et 12.5 µl d'échantillon ont été et mis à la microplaque, une 

dilution avec  le tampon de kit v/4v a été effectuée, 10µL de NADH a été rajouté avec 10µl de 

NR diluée  au puits et  le mélange a été incubé 20 min à  température ambiante ,25 µl de 

Griess A , ainsi que 25µl de Griess B ont été rajoutés, le mélange a été incubé 5 min à  

température ambiante la DO a été lue à λ= 570 nm. 
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La somme de nitrate et nitrite (NOx = nitrate + nitrite) est l'indicateur de NO dans le 

plasma. La concentration de NOx [NOx]  =la concentration de NO [NO] =la 

concentration de nitrite +concentration de nitrate  

III. Evaluation des marqueurs inflammatoires chez  MM  

Dosage de protéine réactif C(CRP) 

La CRP plasmatique a été mesurée par une méthode  immunoturbidimétrique .Les particules 

de la CRP humaine s’agglutinent avec les particules de latex recouvertes d’anticorps anti-

CRP. Le précipité est mesuré par turbidimétrie à λ= 552nm. Les valeurs de CRP ont été 

obtenues avec  l’analyseur COBAS INTEGRA 400 plus (Roche) au  sein de CHU Dr 

BENBADIS Constantine, en  utilisant le  Kit  (CRPLX COBAS
®
  ref : 20764930 322).  

IV. Evaluation des marqueurs de pronostic  chez les patients MM.  

II.1.Dosage de protéines totales  

Les protéines totales ont été dosées par la  méthode colorimétrique de Biuret.  Les ions 

cuivriques réagissent en solution alcaline avec les  liaisons peptidiques des protéines  en 

formant un complexe violet. L’intensité de couleur est directement  proportionnelle à la 

concentration des protéines et a été déterminée à λ= 552 nm.  

Protéines +Cu 
2+

 
PH alcaline   

complexe Cu-protéines
 
 

Les valeurs de protéines totales ont été mesurées avec  l’analyseur COBAS INTEGRA 400 

plus (Roche) au  sein du  Centre Hospitalier Universitaire Dr BENBADIS Constantine, en 

utilisant le kit (TP2 COBASR  ref : 03183734 190). 

II.2.Dosage des Igs dans le plasma des patients MM  

La concentration des Acms a été mesurée par une électrophorèse capillaire, une technique 

quantitative et automatisée qui  permet la séparation des particules chargées, en  utilisant des 

capillaires de verre ouverts pour séparer les molécules de tailles très variables.la concentration 

des Acms a été obtenue avec l’automate (SPA.PLUS) en utilisant le kit de (Freelite
TM

 de 

Binding Site
®
) au sein de laboratoire d'immunologie Beni Messous .Alger . 
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II.3.Dosage de β2m dans le plasma des patients MM 

La β2m a été mesuré par la méthode immuno-néphélémétrique  en utilisant des particules de 

polystyrène recouvertes d’anticorps anti- β2m humaine spécifiques qui s’agglutinent avec les 

molécules de β2m. L’intensité de la lumière dispersée par le système est proportionnelle à la 

concentration de la de β2m de l’échantillon. Les valeurs de β2m  ont été obtenues avec  

l’analyseur Hitachi Cobas 6000 en utilisant le kit  (LK043.L.OPT (.A) de Binding Site®) au 

sein de laboratoire d’immunologie Centre Hospitalier Laennec Creil. France. 

II.4.Dosage des CLL k /λ dans le plasma des patients MM 

Les CLL a été mesuré par la méthode immuno-néphélémétrique  se basant sur des anticorps 

polyclonaux sur des particules de latex réagit uniquement à des épitopes exposés de CLL, qui 

sont masqués si la chaîne légère est associée à la chaîne lourde. les valeurs de CLL ont été 

obtenues avec l’analyseur (BN ProSpec ) en utilisant le kit (Freelite
TM 

de Binding Site
®
  ) au 

sein de laboratoire  d’immunologie Centre Hospitalier Laennec Creil .France. 

V. Evaluation de statut immunitaire des patients MM  

V.1.Evaluation des cellules immunitaires systémiques  chez les patients MM 

Le nombre des cellules immunitaires dans le sang des patients MM a été mesuré par FNS 

(formule numérique  sanguine) dans le laboratoire d’hématologie des  trois hôpitaux le jour de 

prélèvement. 

V.2.Evaluation de pourcentage des cellules immunitaires infiltrant la tumeur chez les 

patients MM 

Le pourcentage des cellules immunitaires infiltrant la tumeur a été évalué à partir de 

myélogramme étudié par les hématologues des  trois hôpitaux. 

VI. Evaluation des marqueurs de remodelage osseux chez les patients MM 

Le dosage des marqueurs biochimiques de remodelage osseux a  été effectué avec l’analyseur 

multiparamétrique COBAS INTEGRA 400 plus (Roche) au  sein de  Centre Hospitalier 

Universitaire Dr BENBADIS Constantine. Les principes des méthodes analytiques et les kits 

utilisés sont regroupés dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : les méthodes de dosage des paramètres biochimique de remodelage osseux. 

Les paramètres  Principe des méthodes analytiques  Référence 

des kits  

Le Calcium Une méthode colorimétrique repose sur la réaction des ions de 

calcium avec le 5–nitro-5’-méthyl-BAPTA (NM-BAPTA) 

dans un milieu alcalin, en  formant ainsi un complexe coloré 

avec l’EDTA. 

Ca
2+

 + NM-BAPTA 
pH alcaline

         complexe calcium –NM-

BAPTA+EDTA 
pH alcaline

     NM-BAPTA+ complexe 

Calcium – EDTA 

L’intensité de la coloration de complexe développée est 

directement proportionnelle à la concentration en calcium et 

mesurée par photométrie. 

 

(CA2 

COBASR  

reff : 

05061482 

190) 

Le phosphate Une méthode colorimétrique repose sur la réaction de 

phosphate inorganique avec le molybdate d’ammonium en 

formant  du phosphomolybdate (NH4)3[PO4(MOO3)12] en 

présence  d’acide sulfurique. 

Phosphate d’ammonium + molybdate
 H2SO4          

ammonium 

phosphomolybdate 

La concentration  de phosphate inorganique est déterminée à  

une longueur d’onde de λ= 340 nm. 

 

(PHOS2 

COBASR  

reff : 

03183793 

122) 

Le PAL 

(phosphatase 

Alkaline) 

Une méthode colorimétrique repose sur l’hydrolyse de p-

nitrophénylphosphate en présence d’ions Mg2+ et Zn2+ par 

les phosphatases alcalines en phosphates et p-nitrophénol . 

p-nitrophénylphosphate + H2O   
PAL 

                Phosphate+    

p-nitrophénol. 

l’activité de PAL  est déterminée à  une longueur d’onde de 

λ= 409 nm. 

 

(ALP2S 

COBASR  

reff : 

03333752 

190) 
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VI. Effet de NO produit dans le microenvironnement tumoral MM (coculture cellulaire 

des MPC « lignée cellulaire de RPMI 8226 » et ostéoblastes « lignée cellulaire de Mg 

63 ») 

VI.1.La culture  simple des cellules de RPMI 8226 et MG63 

Les deux lignées MG63 et RPMI 8226 ont été cultivées respectivement dans un milieu  

RPMI, DMEM complet et incubé jusqu’à 80% de l’état de confluence dans  un incubateur 

(37C°, Pi CO2: 5%).   

à 80% de confluence des cellules de Mg 63, le milieu de culture  a été jeté et les cellules ont 

été lavée par 5ml de PBS, ensuite 2.5ml de trypsine (5%) a été rajouté  au flasque  et incubé 

pendant 5min. 5 ml de milieu de culture a été rajouté et le mélange a été centrifugé 5min à 

1500 trs/mn  , le surnageant a été retiré et  les cellules ont été solubilisées dans 2ml de milieu 

DMEM. 

à 80% de confluence des cellules de RPMI 8226, le mélange a été centrifugé 5min à 1500 

trs/mn, le surnageant a été retiré et  les cellules ont été solubilisées dans 2ml de milieu RPMI 

et un test de viabilité a été effectué (le test de viabilité de  bleu de trypan où les cellules 

mortes absorbent le colorant et apparaissent bleues) 

Après comptage, un volume contenant un nombre important des cellules par flasque a été 

récupéré, un nombre décroissant des cellules de MG63 et RPMI 8226  ont été mis en  culture 

dans une  plaque de 24 puits (tableau 2) pendant 24h, 48het 72h. 

VI.2. La co-culture des cellules de RPMI 8226 et MG63 

La co-culture cellulaire a été effectuée selon le protocole de (Claire M et al 2003) [310]. Le 

protocole a été modifié selon les buts  de notre étude  

VI.3.La co-culture des cellules de RPMI 8226 et  avec un  nombre décroissant des MG63 

Un nombre croissant des cellules de MG63  ont été mis en  culture dans une plaque de 24 

puits (tableau 2) pendant 12h (le temps de l'adhérence des cellules), ensuite  deux lavages  

avec le PBS et le  milieu  RPMI1640 ont été effectués respectivement. Un nombre fixe des 

cellules de RPMI 8226 a  été rajouté dans chaque puits des plaques selon le (tableau 2).  
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VI.4.La co-culture des cellules de MG63  avec un nombre décroissant des RPMI 8226 

Un nombre fixe des cellules de MG63  ont été mis en culture dans une plaque de 24 puits 

(tableau 2) pendant 12h (le temps de l'adhérence des cellules), ensuite  deux lavages  avec le 

PBS et le  milieu  RPMI1640 ont été effectués respectivement. Un nombre décroissant des 

cellules de RPMI 8226 a été rajouté dans chaque puits des plaques selon le (tableau 2) 

pendant 24h, 48h et 72h.  

Tableau 2 : plaque  culture simple  et co-culture cellulaire (RPMI  8226 et MG63). 

0 cellule+500µl  

MDEM) 

107cellules 

MG63+500µl 

MDEM 

 

106cellules 

MG63+ 

500 µl MDEM 

105cellules 

MG63+ 

500 µl MDEM 

104cellules 

MG63+ 

500 µl MDEM 

103cellules 

MG63+ 

500 µl MDEM 

0 cellule+500µl 

RPMI 

107cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

106cellules 

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

105cellules 

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

104cellules 

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

103cellules 

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

102cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

 

107cellules 

MG63+104 

cellules  

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

106cellules 

MG63+104 

cellules 

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

105cellules 

MG63+104 

cellules  

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

104cellules 

MG63+104 

cellules  RPMI 

8226 + 

500 µl RPMI 

103cellules 

MG63+104 

cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI  

 

 

104cellules 

MG63+107 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

 

104cellules  

MG63+106cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

 

104cellules  

MG63+105cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

 

104cellules  

MG63+104cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

 

104cellules  

MG63+103cellules 

RPMI8226+ 

500 µl RPMI 

 

104cellules  

MG63+102 

RPMI8226 + 

500 µl RPMI 

 

VI.5.Etude de viabilité des cellules RPMI  8226 et MG63 par le test MTT 

Principe : la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes transforme le 

MTT en cristaux bleus de formazan. Ces cristaux sont dissous par du Diméthylsulfoxyde 

(DMSO), la DO a été déterminé à λ= 560 nm. 5mg de MTT  en poudre  a été ajouté dans 1ml 

de  PBS afin de préparer la solution mère de MTT qui a été filtrée à 0.22 µm et conservée à 

4°C et à l’obscurité 2  semaines maximum. 

Après la culture cellulaire des trois plaques pendant 24h ,48h, 72h,  25 µl  de solution mère de 

MTT ont été rajoutées  sur les cellules, agitées  et incubées pendant 1heure. En suite 250µl 
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d’une solution de DMSO et Isopropanol (V/V) ont été distribuées sur les puits, pour la 

dissolution des cristaux violets, une agitation  jusqu’à l’homogénéisation de la coloration 

(environ 5min) a été effectué. La DO  a été déterminé à λ= 560 nm. 

Le pourcentage de la viabilité cellulaire a été calculé en utilisant la formule suivante (Patel et 

al, 2009): 

% de prolifération cellulaire = (At-Ac) x 100 

At : la valeur d’absorbance de cellule  

Ac : la valeur d’absorbance de blanc milieu seul 

VI.5.1.Viabilité  des cellules RPMI 8226 

Après la culture des plaques pendant 24h.48h et 72h, les cellules en suspension (les cellules 

de RPMI 8226) ont été  récupérées et transférées dans une plaque de 96 puits, ensuite 10 µl  

de solution mère de MTT ont  été rajoutées sur les cellules, agitées et incubées pendant 

1heure. Ensuite 200µl d’une solution de DMSO et Isopropanol (V/V) ont été distribué par 

puits, pour la dissolution des cristaux violets, une agitation  jusqu’à l’homogénéisation de la 

coloration (environ 5min) a été effectué. La DO a été déterminé à λ=  560 nm. 

VI.5.2.Viabilité des cellules MG63  

Le reste des cellules adhéré sur la plaque (les cellules de MG63) a été traité avec 25 µl de 

solution mère de MTT, après une agitation et incubation pendant 1heure. 250µl d’une solution 

de DMSO et Isopropanol (V/V) ont été distribuées par puits, pour la dissolution des cristaux 

violets et une agitation  jusqu’à l’homogénéisation de la coloration (environ 5min) a été 

effectué. La DO a été déterminé à λ=  560 nm.  

VI.5.3.Dosage de NO 

La concentration de NO est directement proportionnelle à la concentration de nitrite qui a été  

mesurée  par la méthode de Griess dans le surnagent récupéré de chaque puits de la plaque  de 

co-culture de 24 puits qui ont été cultivées pendant 24h.48h et 72h. 
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I.1. La distribution de genre chez les patients MM 

 

Fig 1 : La distribution de genre chez les patients MM  

Les résultats de  la Fig 1 rapportent que  les femmes sont les plus touchées (65%)  par le MM 

que les hommes  (35%). 

I.2.  La distribution d’âge des patients MM 

 

Fig 2 : La distribution d’âge chez les patients MM  

La Fig 2 montre que  les patients entre 50 à 65ans et plus de 65 ans et représentent 

respectivement une fréquence très importante (3 3%,35%), comparativement aux tranches 

d’âge 40 à 50ans et moins de 40 ans  (13%,19%).La moyenne d’âge des patients  a été 59 

ans avec extrêmes de (29 ans - 85 ans).   

I.3. La fréquence des types d’Acm produites par les patients MM  

 

Fig 3 : Fréquence des types d’Acm produites par les patients  MM 

La Fig 3 montre que le MM à IgG κ, à CLL κ et à IgA κ représentent une fréquence très 

importante (29%,27%,15%) ,  comparativement aux MM à IgG λ ,à CLL λ et à IgA λ qui 

sont moins fréquents (12%,5%,12%). 

Les MM à IgE et à IgD représentent les types les plus rares (2%, 2%). 

35% 

65% H F

35% 

33% 

13% 

19% plus de 65 ans

de 50-65 ans

40-50 ans

Moins de 40 ans

3% 
2% 

5% 7% 

12% 

15% 
27% 

29% IgG IgE

 CLλ IgA λ 

 IgG λ  IgAκ 

CLk  IgGk
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I.4. la  fréquence de la survie des patients MM après confirmation de la maladie  

 

Fig 4 : Fréquence de la survie des patients MM 

La Fig 4 montre que les patients de survie plus de 20 ans  représentent une fréquence très 

importante (58%), comparativement aux MM avec une survie de 20 mois ,18 mois, 11mois, 

7 mois qui sont moins fréquent (15%, 10%, 10%,7%). 

I.5. fréquence de la masse  tumorale  (MPC%) chez les patients MM 

 

Fig 5 : Fréquence de MPC% chez  les patients MM 

La Fig 5 montre que les patients avec une masse tumorale supérieure à 30 % représentent 

une fréquence très importante (51 %), comparativement aux MM avec une masse tumorale  

de (10 % à 30%) qui representent (38%,). 

Un  MPC % anormal (>10 %) a été observé chez  98% des patients  MM.  La moyenne de 

MPC%  a été 35 % avec extrêmes de (2%- 83%) 

L’analyse épidimiologique a confirmé la variété des critères cliniques et cytologiques  des 

patients MM recruté dans cette étude , ce qui pourrait etre expliqué par le  caractère 

multidisciplinaire et la complexité de  la biologie tumorale de ce cancer .

58% 
10% 

7% 

10% 
15% 

plus  20 MOIS

20 MOIS

12 MOIS

7 MOIS
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10 % a 30 %
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II.1.Caractérisation des méthodes de précipitation des protéines dans le plasma 

Deux méthodes de précipitation des protéines ont été comparées par une électrophorèse des 

protéines afin de choisir la meilleure méthode pour une précipitation optimale des protéines 

dans le plasma. 

 

  

 

 

 

 

 

Fig 6 : La migration d’électrophorèse  des protéines du surnageant traité par  le TCA et le 

Zn2so4. PM (marqueur de taille ), TCA: surnageant traité avec du TCA. Zn2so4: surnageant 

traité avec Zn2so4 

La Fig 6 montre une meilleure précipitation des proteines au nivau des surnagents traité avec 

le TCA , cette méthode a été retenue pour les deux  kits. 

I1.2. Comparaison entre [NOx] dosé avec les deux kits Arbor assays et R&D 

Afin d’étudier les taux fiables du NO, nous avons procédé à doser la concentration de NOx 

(Nitrite +Nitrate)  [NOx] chez les  trois goupes  (patients MM, OP « population de  contrôle 

positif» et « contrôle négatif » en  utilisant deux kit commerciaux Arbor assays et R&D.  

[NOx] dosé avec les deux kits  a été  comparée. 
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II.2.1. La [NOx] dosé avec le kit Arbor assays  ([NOx] ARB) 

[N O x ] A R B  µ M

0 2 0 4 0 6 0

[  N O x   T-  ]  AR B

[N O x  O P  ]  AR B

[N o x   M M  ]  AR B

 

Fig 7 : Evaluation de  ([NOx] ARB) chez les trois groupes  

En utilisant le kit Arbor assays, la Fig 7 montre que [NOx ] ARB chez les patients MM (50,17 

µM ± 6,98 µM) est supérieure à celle des patients OP (49,32µM ±5,39µM) et des T- (37,77 

µM± 16,97 µM). Le test de comparaison  ANOVA montre une différence significative entre  

[NOx] ARB a des patients MM et des patients OP (P= 0,0024). Une différence très 

hautement significative a été observée entre  [NOx] ARB chez les patients MM (P < 0,0001)  

et les sujets T-, entre les  patients OP (P=0,0002) et les sujets T-. 

II.2.2. La  [NOx] dosé avec le kit R&D ([NOx] R&D) 

[N O x ]  R & D   µ M

0 5 0 1 0 0 1 5 0

[N O  x  T-
 
]  R & D

[N O x  O P  ]  R & D

[N O x  M M ]  R & D

 

Fig 8 : Evaluation de  ([NOx] R&D)  chez les trois groupes  

En utilisant le kit R&D, la Fig 8  montre que [NOx] R&D  chez les patients MM (58,26 µM 

± 39,75 µM) est supérieure à celle des sujets T- (31,24 µM ± 2,65 µM). [NOx] R&D  chez 

les  patients OP (78,85 µM ± 62,18 µM) est supérieure à celle des patients  MM et des sujets 

T- (31,24 µM ± 2,65 µM). Le test de comparaison ANOVA montre une différence 

significative entre [NOx] R&D  chez les patients MM et les patients OP (P=0,0500) et une 

différence très hautement significative a été remarqué entre [NOx] R&D  chez les  patients 

MM et les sujets T-  (P < 0,0001), entre les patients OP  et les sujets  T- (P < 0,0001). 
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I1.2.3. Etude de similarité et  corrélation entre ([NOx] R&D) et ([NOx ] ARB ) 

Dans le but d’évaluer la concentration  fiable de NO dosée avec les des deux kits Arbor assays 

et R&D, nous avons  étudié la similarité et la corrélation entre [NOx] chez les trois groupes : 

les patients MM, les patients OP et les  sujets  T-. 

1I.2.3.1. Etude de similarité de ([NOx] R&D) et ([NOx ] ARB ) 

L’étude de ressemblance de  [ NOx] dosé par les deux kits selon le test de student  montre une 

différence importante  entre les deux kits  chez les sujets  T- (0.01 % de similarité  , t= 

5800,28  , p < 0,0001) , chez les patients OP (2.95 % de similarité,  t=  -6858,101 , p= 

08052268) et les patients MM  (21.56 % de similarité ,t=  -6858,10 , p=  08065,20 ). 

Tableau 12 : Evaluation de similarité entre ([NOx] R&D) et ([NOx ] ARB ),chez les trois 

groupes . 

Concentration de NOx ([NOx]) 

 Population des T- 
Population des 

patients OP 

Population des 

patients MM 

Pourcentage 

de 

ressemblance 

de deux kits 

selon le test 

de student 

0.01 % 

 

t=  5800,1  

 

p < 0,0001 

2.95 % 

 

t=  -6858,101  

 

p=  08052268  

21.56 %. 

 

t=  -6858,101  

 

p=  08065,20  
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I1.2.3.2. Etude de  corrélation entre ([NOx] R&D) et ([NOx ] ARB ) 

[N O x M M  ]  R & D  µ M
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2
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Fig 9 : corrélation entre ([NOx] R&D) et ([NOx ] ARB ) Chez les trois groupes  

La Fig 9 montre une absence de corrélation entre l’effet des deux kits Arbor Assays et R&D 

sur [NOx] dosé chez les trois groupes. Les résultats montrent une corrélation très faible chez 

les patients OP  B (0.23%, r= 0.09040, P= 0.6538) et les sujets T- C (0.022%, r= 0.01493, 

P= 0.9411), Chez les patients MM, une corrélation très faible et  négative A (0.1%, r= - 0.03, 

P= 0.83) a été remarqué. 
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I1.2.4. Etude de la moyenne de concentration de NOx [NOx M] dosé avec les deux kits 

Arbor assays et R&D  

En prenant compte les résultats de similarité et  corrélation entre les deux 

kits Arbor assays et R&D. Nous avons calculé la moyenne de concentration 

de [NOx M]  dosé avec les deux kits, chez les trois groupes : 

[NOx M] = [NO]= [NOx ARB +NOx R&D]/2 

La moyenne de concentration de NOx [NO]  chez les trois groupes a été comparée.  

N O  µ M

0 2 0 4 0 6 0 8 0

( [N O x  T -]  AR B  + [N O x  T -]  R & D ) /2

( [N O x  O P ]  AR B + [N O x  O P ]  R & D ] ) /2

( [N O x  M M ]  AR B + [N O x  M M  R & D ] ) /2

 

Fig 10 : Evaluation de [NO] chez les trois groupes  

Les résultats illustrés dans la Fig 10  montrent que [NO]  dosé avec les deux kits  Arbor 

assays  et R&D chez les patients MM (54,20 µM ± 19,81µM) est supérieure à celle des 

patients OP (48,33 µM ± 16,71 µM)  et des sujets  T- (26,27 µM ± 8, 36 µM).  

Le test de comparaison ANOVA montre une absence de  différence significative entre [NO] 

chez les patients MM et OP (P=0,7473) et une  différence très hautement significative a été 

remarquée entre les patients  MM (P < 0,0001) et  les sujets T-, entre les patients OP et les 

sujets T- (P < 0,0001). 
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III.1. Étude de l’état inflammatoire  

Afin d’évaluer l’état inflammatoire chez les patients MM, nous avons procédé à  déterminer le 

taux du marqueur majeur de l’inflammation le (hi CRP) chez les trois groupes(Fig 11). La 

corrélation entre [NO] et la concentration de CRP [CRP] chez les trois groupes (Fig 12) a été 

considérée. 

III.1.1. Etude de la[CRP]  

0 2 0 4 0 6 0 8 0

T -

O P

M M

C R P  m g /l

 

Fig 11 : Évaluation de taux de CRP chez les trois groupes  

Les résultats illustrés dans la Fig 11  montrent que [CRP] chez les patients MM (33,587 mg/l 

± 41,50 mg/l) est supérieure à celle des patients OP (8,58 mg/l ± 16,71 mg/l) et des sujets T- 

(8,58 mg/l ± 10,96 mg/l). 

Le test de comparaison ANOVA montre une différence très hautement significative entre 

[CRP] chez les patients MM et les patients OP (P < 0,0001), entre les patients MM et les 

sujets T- (P < 0,0001) et entre les patients OP et les sujets T-. 

 

 

 



Expérimentations   Résultats – Chapitre III 

 

72 
 

III.1.2. corrélation entre [NO] et [CRP]   
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Fig 12 : Corrélation entre [NO] et [CRP]  chez les trois groupes. A : chez les sujets  T-, B : 

chez les patients OP. C : chez les patients MM. 

Les résultats illustrés dans la Fig 12 montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

[CRP]  dosées chez les trois groupes. Les résultats montrent une corrélation très faible et 

négative chez les patients MM C (1.96%, r= - 0.1401, P= 0.4082) et les sujets  T- A (9.32%, 

r= - 0 .3054, P= 0.9411). Chez les patients OP, une corrélation très faible B (2.92% r= 

0.1709, P= 0.4040) a été remarquée. 
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III.2. Le NO et les marqueurs de pronostic des patients MM 

Afin d’évaluer le rôle de NO chez les patients MM et son éventuelle corrélation avec les 

marqueurs de pronostic de MM, nous avons procédé à étudier la corrélation entre la [NO] et 

certains marqueurs de pronostic incluant : le genre (Fig13), l’âge (Fig 14), la survie des 

patients (Fig 15), le type d’Acm produit (Fig 16), (MPC%) (Fig 17), la concentration de β2m 

[β2m] (Fig 18), la concentration des Acm [Acm] (Fig19), la concentration de CLLκ [CLLκ] 

(Fig 20), la concentration de CLLλ [CLLλ] (Fig 21) le rapport κ /λ R k /λ) (Fig 21). 

III.2.1. La [NO] et  le genre des patients MM 

N O  µ M

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

H o m m e

 F e m m e

B

 

Fig 13 : La [NO] selon le genre des patients MM  

Les résultats illustrés dans la Fig 13 montrent que [NO] chez les femmes (55,54 µM ± 24,15 

µM) est supérieure à celle des hommes (51,73 µM ± 5,37 µM). 

Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre [NO] chez les 

deux sexes (58,68% de similarité, t=-0,5484, p =0,5868). 

III.2.2. la [NO] et l’âge des patients MM 
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Fig 14 : A : Corrélation entre [NO] et l’âge. B : La [NO] selon l’âge 

Chez les patients MM, la Fig 14A montre une absence de corrélation entre [NO] et l’âge. 

Cependant, une corrélation très faible et négative A (0.068%, r= - 0.02612,  
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P= 0.8729) a été remarquée. La Fig 14B montre que [NO] chez les patients MM plus de 65 

ans  (59,54 µM ± 29,99 µM) est supérieure à celle des patients moins de 65 ans (50,65 µM ± 

4,79 µM), tandis que [NO] chez les patients MM moins de 40 ans (52,09745389 µM ± 

4,555272085 µM) est supérieure à celle des patients de 50 à 65 ans, (49,78131523 µM ± 

4,730717084 µM). Le test de comparaison ANOVA montre une différence très hautement 

significative entre [NO] chez les patients MM d’âge plus de 65 ans et moins de 40 ans (P < 

0,0001). Cependant, une absence de différence  significative a été remarquée entre [NO] 

chez les patients moins de 40 ans et de 50 à 65 ans (p= 0,4384) ainsi qu’entre les patients de 

plus de 65 ans et de 50 à 65 ans (P =0,3853). 

III.2.3. La [NO] et le type d’Acm produits chez les patients MM 

N O   µ M

0 5 0 1 0 0 1 5 0

C L L  k a p p a

Ig G  k a p p a

Ig G  la m b d a

Ig A la m b d a

Ig A k a p p a

C L L la m b d a

Ig D

 

Fig 15 :La  [NO] selon le type d’Acm produit par les patients MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 15 montrent que [NO] chez les patients MM à CLL κ 

(64,4812687µM ± 36,9279452 µM) est supérieure à celle des patients à IgA λ (54,8578417 

µM ± 2,16338693 µM), à IgG κ (50,9132678 µM ± 6,27733224 µM), à IgA κ(50,316427 

µM ± 1,618854143 µM), à IgG λ (50,0425474 µM ± 2,64267189 µM, à CLL λ 

(48,57555325 µM ± 1,08415925 µM) et MM à IgE et à IgD (46,0034485 µM). Le test de 

comparaison ANOVA montre une absence de différence significative entre la [NO] chez la 

plupart des types des patients MM. Une absence de différence significative a été remarqué 

entre [NO] chez les patients MM à IgA λ et à IgG λ (P = 4.135), entre les patients à IgG λ et  

à CLL λ (P= 0,7596), entre les patients à IgA λ et à CLLλ (P =0,3853), entre  les patients à 

IgG κ et à IgA κ(P = 0,3741), entre les patients à CLL κ et à IgA κ (0,4127). Une 

différence très hautement significative a été également remarquée entre [NO] chez les 

patients MM à CLL κ et à IgA κ (< 0,0001). 
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III.2.4. La [NO] et la survie des patients MM 
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Fig 16 : A : Corrélation entre [NO] et la survie des patients MM. B : la [NO] selon la survie 

des patients MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 16A montrent une absence de corrélation entre [NO] et la 

survie des patients MM. Une corrélation très faible a été observée A (2.19%, r= 0.14 82, P= 

0.3615). La Fig 16B montre que [NO] chez les patients MM avec une survie plus de 20 ans 

(56,68 µM ± 25,06 µM) est supérieure à celle des patients avec une survie de 20 mois (52,10 

µM ± 0,86 µM), de 7 mois (50,87 µM ± 4,07 µM), de 6 mois (50,57µM ± 3,94µM) et de 12 

mois (48,18µM ± 4,81µM). 

Le test de comparaison ANOVA montre une différence très hautement significative entre 

[NO] chez les patients MM avec une survie plus de 20 mois et une survie de 6 mois. 

Cependant, une absence de différence significative a été remarquée entre [NO] chez les 

patients avec une  survie plus de 20 mois et une survie de 7 mois (p= 0,7742), de 7 mois et 

de 6 mois (P =0,7467), plus de 20 mois et de 20 mois (P =0, 8169), de 20 mois et de 12 

mois (P =0,8044) ainsi qu’entre les patients MM avec une survie plus de 20 mois et de 12 

mois (P =0,7467). 
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III.2.5. la [NO] et (MPC%) chez les patients MM 
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Fig 17 : A : Corrélation entre [NO] et (MPC%). B : La  [NO] selon (MPC%) des patients 

MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 17A montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

(MPC%) chez les patients MM. Une corrélation très faible et négative (1.69%, r= - 0.1302, 

P= 0.4233) a été remarqué. La Fig 17B  montre que [NO] chez les patients de masse 

tumorale (10 à 30%) (56,77 µM ± 28,67 µM) est supérieure à celle des patients de masse 

tumorale (supérieur à 30%) (50,54µM ± 3,96µM).Le test de student (t) montre une 

absence de différence significative entre [NO] chez les patients MM avec MPC % de (10 à 

30%) et (supérieur à 30%) (21,84% de similarité, t=-1,2526, p =0,2184). 

III.2.6. la [NO] et [β2m] chez les patients MM  
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Fig 18 : A : Corrélation entre [NO] et  [β 2m]. B : la [NO] selon [β2m] chez les patients MM 
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Les résultats illustrés dans la Fig 18A montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

[β2m] chez les patients MM. Une corrélation très faible (0.66 %, r= - 0.08177, P= 0.6159) a 

été remarquée. Une [β2m] anormale (Stade III  > 3.5 mg/l) a été observée chez 85% des 

patients MM. Le moyenne de [β2m] a été (16,49 mg/l) avec extrêmes de (2.11 mg/l  - 120, 45 

mg/l).   La Fig 18B  montre que [NO] chez les patients avec [β2m]>3.5mg/l  (54,14 µM ± 

22,38µM) est supérieure à celle des patients avec [β2m] ≤  3.5mg/l (51,22µM ± 4,57µM). 

Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre [NO] chez les 

patients MM avec (β2m >3.5mg/l) et avec (β2m ≤ 3.5mg/l) (78,21% de similarité, t=--

0,2785, p= 0,7821). 

III.3.7. la [NO] et [Acm]. 
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Fig 19 : A : Corrélation entre [NO] et  [Acm] . B :  la[NO] selon [Acm] chez les patients MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 19A montrent une absence de corrélation entre la et [NO] 

et [Acm] chez les patients MM. Une corrélation très faible et négative  (0.92%, r= - 0.09609, 

P= 0.5553) a été remarquée. La [Acm] anormale (>30g/l) a été observée chez  37% des 

patients MM. La moyenne de [Acm] a été (20,29 g/l) avec extrêmes de (1.9 g/l -50, 4 g/l). La 

Fig 19B montre que [NO] chez les patients avec [Acm] ≤ 30 g/l (56,26 µM ± 25,13 µM) est 

supérieure à celle des patients avec [Acm]>30g/l. (50,78 µM ± 4,42 µM). 

Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre [NO] chez les 

patients MM avec ([Acm] ≤  30 g/l) et avec ([Acm]>30g/l ≤ 3.5mg/l) (43,15% de similarité, 

t=-0,7960, p= 0,43153). 
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III.2.8. La [NO] et [CLL κ] chez les patients MM 

N O   µ M

C
L

L
K

m
g

/l

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0

0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

R
2
 =  0 ,0 0 0 6 6 4 2  . P  =  0 ,8 7 4 6  . r= 0 ,0 2 5 7 7

Y  =  1 1 ,7 9 *X  +  2 9 2 2

A

 
N O   µ M

0 2 0 4 0 6 0 8 0

[C L L  K a p p a  ]s u p é r ie u r  à  1 0  m g /l

[C L L  K a p p a ]  in fe r ie u r e  à 1 0  m g /l

B

 

Fig 20 : A : Corrélation entre [NO] et  [CLLκ]. B : la  [NO] selon la [CLLκ] chez les patients 

MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 20A montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

[CLL κ] chez les patients MM. Une corrélation très faible (0. 066 %, r= 0.02577, P= 0. 

8746) a été remarquée. La [CLLκ] anormale (>10mg/l) a été observée chez  98% des patients 

MM. La moyenne de [CLLκ] a été (274,57 mg/l) avec extrêmes de (8.2 mg/l -43100 mg/l). 

La Fig 20B montre que [NO] chez les patients avec [CLLk] (>10mg/l) (54,54µM ± 

20,27µM) est supérieure à celle des patients avec [CLLk] (≤ 10 mg/l) (47,75 µM ± 1,135 

µM). 

Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre [NO] chez les 

patients MM avec ([CLLk] >10mg/l) et avec ([CLLk]>10mg/l) (58,82% de similarité, t= -

0,5459, p= 0,5882). 

III.2.9. [NO] et [CLL λ] chez les patients MM 
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Fig 21 : A : Corrélation entre [NO] et  [CLL λ]. B : la [NO] selon la [CLL λ] chez les patients 

MM. 
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Les résultats illustrés dans la Fig 21A montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

[CLL λ] chez les patients MM. Une corrélation très faible et négative  (0.79%, r= -0.08941, 

P= 0. 5833) a été remarquée. Une [CLL λ] anormale (>10mg /l) a été observée chez  83% 

des patients  MM. Le moyenne  de [CLL λ] a été (1607,57 mg /l avec extrêmes de (0,0019 

mg/l - 29500 mg/l). La Fig 21B montre que [NO] chez les patients MM avec [CLL λ]  

(>10mg/l) (54,54µM ± 20,27µM) est supérieure à celle des patients avec [CLL λ] ≤  10 mg/l 

(50,99µM ± 6,997µM). Le test de student (t) montre une absence de différence 

significative entre [NO] chez les patients MM avec ([CLL λ] >10mg/l) et avec ([CLL 

λ]>10mg/l) (71,46%, de similarité, t= -0,3686, p= 0,7145). 

III.2.10. La [NO] et le (R k /λ) chez les patients MM 
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Fig 22 : A : Corrélation entre [NO] et  le R k /λ. B : la [NO] selon le ( R k /λ ) chez les 

patients MM. 

Les résultats illustrés dans la Fig 22A montrent une absence de corrélation entre [NO] et (R 

k /λ) chez les patients MM. Une corrélation très faible (0.019%, r= 0.01408, P= 0.9313) a été 

remarquée. Un (R k /λ) anormal (<0.26 or >1.65) a été observé chez 83% des patients MM. 

La moyenne de (R k /λ) a été 274,57 avec extrêmes de (0,0019 - 2066,29).  La Fig 22B 

montre que [NO] chez les patients MM avec un (R k /λ) <0.26 ou >1.65 (55,2049 µM ± 

21,670 µM) est supérieure à celle des patients avec un (R k /λ) entre (0.26 et 1.65) (49,50 

µM ± 1,71 µM).Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre 

[NO] chez les patients MM avec (R k /λ <0.26 or >1.65),) et avec (R k /λ entre 0.26 et 1.65)  

(53,55% de similarité, t= 0,6256, p= 0,5354). 
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Dans le but d’ etudier  le statut immmitaire et  d’évaluer son éventuelle relation avec la [NO] 

chez les patients MM, nous avons étudié la relation entre   [NO] et  et le pourcentage des 

cellules immunitaires  infiltrant la tumeur (CIIT%) : les lynphocytes inflitrant la  tumeure  

(LIT%) , les myélocytes  (myé% ) et les granulocytes associés à la tumeur (GAT%) , (Fig 

23, Fig 24). Nous avons étudié également  la relation  entre [ NO] et le taux  des cellules 

immunitaires systémiques (périphériques) (CIS%) comprenant : les lymphocytes systemiques 

(N° Lyn S, Lyn S%) (Fig 25),  les granulocytes systemiques (N° Gran S, Gran S %) (Fig 

26), les monocytes (N° Mono, Mono %) (Fig 27) et les leucoccytes systemiques (N° Leu S, 

Leu S %) (Fig 28). 

IV.1.  NO et ( CIIT%)  

IV.1.1. La [NO] selon (CIIT%)  

[N O ]  µ M

0 2 0 4 0 6 0 8 0

L IT  e n t r e  5 %  e t  2 0  %

L IT   s u p  à  2 0  %

L IT  in fe r  à  5 %

 

Fig 23 : La [NO] selon LIT% chez les patients MM 

 LIT% normal (entre 5% et 20%) représente une fréquence très importante (75%) 

comparativement aux MM avec LIT% anormal (supérieur à 20%) et (inférieur à 5%) qui 

sont moins fréquents, (15%) (10%) respectivement. La moyenne de LIT% a été 16% avec 

extrêmes de (2% à 46%).   

Myé% anormal (inférieure à 21%) a été observé chez (100%) des patients MM  avec 

moyenne de 10% et extrêmes de (4% à 18%).   

GAT% anormal (supérieure à 25%) a été observé chez (100%) des patients MM avec 

moyenne de 43% et extrêmes de (28% à 65%).   



Expérimentations  Résultats – Chapitre IV 

 

81 
 

La Fig 23 montre que [NO] chez les patients MM avec LIT% anormal (supérieure à 20%) 

(54,67µM ± 3,09 µM) est supérieure à celle des patients  avec LIT% normal (entre 5% et 

20%) et LIT% anormal (inférieur à 5%) (54,12 µM ± 21,45 µM) (46,77 µM ± 2,61 µM) 

respectivement. 

Le test de comparaison ANOVA montre une absence de différence significative entre [NO] 

chez les patients MM avec LIT% (Entre 5% et 20%) et (supérieure à 20%)  (p=0,7633), 

et avec LIT% (supérieure à 20%) et (inférieur à 5%) (p= 0,8186). Une différence très 

hautement significative entre [NO] chez les patients MM avec LIT%  (Entre 5% et  20%) 

et  (inférieur à 5%)  a été remarquée (P < 0,0001). 

IV.1.2.Corrélation entre [NO] et  (CIIT%)  
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Fig 24 :  Corrélation entre [NO] et (CIIT%)  chez les patients MM. A :LIT%. B : Myé%. C : 

GAT%. 

Les résultats illustrés dans la Fig 24 montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

(CIIT %) chez les patients MM. Une corrélation très faible a été remarqué avec (LIT %) et  

myé %°. A (0.13%, r= 0.03733, P= 0.8191), B (0. 027%, r = 0.01663, P= 0.9189) 

respectivement Fig 24A et B. La Fig 24 C montre également une  corrélation négative, très 

faible avec les GAT %(1.33%, r= - 0.115, P= 0.47840).  
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IV.2. La [NO]  et (CIS%)  

IV.2.1. La [NO]   et (Lyn S ) 
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Fig 25 : A :  Corrélation entre [NO] et (Lyn S %). B : la [NO] selon (Lyn S %).  

C : corrélation entre [NO] et (N° Lyn S ) 

Les résultats illustrés dans la Fig 25A montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

(Lyn S %) chez les patients MM. Une corrélation très faible et négative a été remarquée A 

(2.08%, r= 0.1445, P= 0.7213).Lyn S % normal (entre 19% et 48%) représente une 

fréquence très importante (88%) comparativement aux MM avec Lyn S % anormal 

(inférieure à 20%) (12%). La moyenne de LYN S % a été 30% avec extrêmes de (0.24% à 

40%)La Fig 25B montre que [NO] chez les patients MM avec Lyn S % anormal (54,28µM ± 

5,11 µM) est supérieure à celle des patients  avec Lyn S % normal (54,19µM ± 21,09µM). 

Les résultats illustrés dans la Fig 25C montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

(N° Lyn S ) chez les patients MM. Une corrélation très faible et négative a été C (0.33%, r= 

0.05820, P= 0.7213)  Le (N° Lyn S )  normal (entre 0.9 et 5.2 .10
3
/ µl) a été observé chez 

(100 %) des patients MM  avec  moyenne de 2.71 .10
3
/ µl et extrêmes de (0.9 à 4.3 .10

3
/ µl).   
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IV.2.2. La [NO]   et (Gran S) 
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Fig 26: A :  Corrélation entre [NO] et   (Gran S %). B : La [NO] selon (Gran S %). C : 

Corrélation entre [NO] et (N° Gran S). D : La [NO] selon (N° Gran S) 

Les résultats illustrés dans la Fig 26A montrent une corrélation faible entre [NO] et (Gran 

S%) A (r= 0.3578, P= 0.0234) des patients MM. Les patients MM avec Gran S% normal 

(entre 30% et  60%) représentent une fréquence très importante (85%) comparativement 

aux MM avec Gran S%  anormal (supérieure à 60%) (15%). La moyenne de Gran S% a 

été (52%) avec extrêmes de (33% à 85%).La Fig 26B montre que [NO] chez les patients 

MM avec Gran S%  anormal (73,11µM ± 45,46µM) est supérieur à celle des patients avec 

Gran S%  normal (50,86µM ± 4,79µM).  

Le test de student (t) montre une différence significative entre [NO] chez les patients MM 

avec Gran S% (entre 30% et 60%) et (supérieure à 60% (t= -2,98, p= 0,0051). 
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Une corrélation faible  a été également remarquée entre [NO] et N° Gran S des patients MM 

C (r= 0.4580, P= 0.0030) Fig 27C.  Les patients MM avec  N° Gran S  normal (entre 1.7 et  

7 .10
3
/ µl) représentent une fréquence très importante (80%) comparativement aux MM 

avec N° Gran S anormal (supérieure à 7 .10
3
/µl) (20%). La moyenne de N° Gran S a été 

(7.3 .10
3
/µl) avec extrêmes de (3.5 à 12.5 .10

3
/µl).La  Fig 26D montre que [NO] chez les 

patients MM avec N° Gran S anormal (55,29 µM ± 22,17 µM) est supérieure à celle des 

patients  avec N° Gran S  normal (50,44 µM ± 5,74 µM). 

Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre [NO] chez les 

patients MM avec N° Gran S (entre 3.8 et  9 .10
3
/ µl) et (supérieure à 9 .10

3
/ µl) (57,53% 

de similarité, t= 0,56, p= 0,57). 

IV.2.3. La [NO]  et  ( Mono ) 
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Fig 27 :  A : Corrélation entre [NO] et (Mono %). B : Corrélation entre [NO] et (N°  Mono ).  

Le Mono % normal (entre 3% à 10%) a été observé chez (100 %) des patients MM  avec 

moyenne de 6% et extrêmes de (1.5% à 8.4%).  Les résultats illustrés dans la Fig 27A 

montrent une corrélation négative A (r= -0.4593, P= 0.0029) entre [NO] et ( Mono %) des 

patients MM.Le N° Mono normal (entre 0.1 à 1 .10
3
/ µl) a été observé chez (100 %) des 

patients MM  avec moyenne de 0.6 .10
3
/ µl et extrêmes de (0.13 à 1 .10

3
/ µl).   La Fig 27 B 

montre une corrélation négative B (r= -0.3153, P= 0.0776) entre [NO] et le (N° Mono) des 

patients MM.  
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IV.2.4. La [NO]  et (Leu)  
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Fig 28 : A : Corrélation entre [NO] et (N° Leu). B : La [NO] et  selon  (N° Leu) 

Les résultats illustrés dans la Fig 28A montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

(N° Leu)  dans le sang des patients MM. Une corrélation très faible (1.092%, r= 0.1045, P= 

0.5212) a été observée.   

 N° leu  normale (entre 3.8 et 9 .10
3
/ µl) (51%) a été presque similaire au N° leu  anormal 

(supérieure à 9 .10
3
/ µl) (49%). La moyenne de N° leu a été (8 .10

3
/ µl) avec extrêmes de 

(3.7 à 13 .10
3
/ µl).   

La  Fig 28B montre que [NO] chez les patients MM avec un N° leu anormal (58,68 µM ± 

27,56 µM) est supérieure à celle des patients  avec N° leu  normal (48,11 µM ± 5,21 µM). 

Le test de student (t) montre une absence de différence significative entre [NO] chez les 

patients MM avec N° leu (entre 3.8 et  9. 10
3
/ µl) et (supérieure à 9. 10

3
/ µl)  (18,99% de 

similarité, t= -1,37, p= 0,17). 
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V.1. Le NO et les marqueurs biochimiques de remodelage osseux  

V.1.1.Évaluation des marqueurs biochimiques de remodelage osseux  

Dans le but d’étudier l’effet du NO sur l’évolution de certains manifestations de MM et afin 

d’évaluer le rôle de NO dans les maladies osseuses associées au MM ainsi son éventuelle 

corrélation avec les marqueurs de l’équilibre osseux chez les patients MM, nous avons étudié 

la corrélation entre [NO] et certains marqueurs biochimiques de remodelage osseux inclut la 

PAL (Fig 29), le bilan phosphocalcique (Ca++, P) (Fig 30, Fig 31). 

V.1.1.1.Evaluation de la [PAL]  

P A L  U /L

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0

P AL  T -U /L

P AL O P U /L

P AL  M M U /L

 

Fig 29 : Évaluation de [PAL] chez les trois groupes 

Les résultats illustrés dans la Fig 29 montrent que [PAL] chez les patients MM (99,17 U/l ± 

92,08 U/l) est supérieure à celle des patients OP (95,53 U/l ± 27,02 U/l) et des sujets T- 

(53,11U/l ± 14,97 U/l). 

Le test de comparaison ANOVA montre une différence très hautement significative entre 

[PAL] chez les patients MM et les sujets T- (P< 0,0001) ainsi qu’entre les patients MM et les 

patients OP (P< 0,0001). Une différence significative [PAL] chez les patients MM et les 

patients OP (P = 0,0359) a été remarquée. 
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V.1.1.2. Evaluation du  bilan phosphocalcique  
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Fig 30 : Évaluation de bilan phosphocalcique chez les trois groupes  A : Evaluation de  

[ Ca++]. B : Evaluation de [P]. 

Le bilan phosphocalcique représente des teneurs élevées chez les patients MM par rapport aux 

patients OP et sujets T-. La Fig 30A montre que la concentration de Ca
++

 [Ca
++

] chez les 

patients MM (99,17 mmol/l ± 92,08 mmol/l) est supérieure à celle des patients OP (95,53 

mmol/l ± 27,02 mmol/l) et des sujets T- (1,30 mmol/l ± 0,26 mmol/l). La Fig 30B montre 

que la concentration de P [P]chez les patients MM (1,34 mmol/l ± 0,60 mmol/l) est 

supérieure à celle des patients OP (1,14 mmol/l ± 0,26 mmol/l) et des sujets  T- (1,05 mmol/l 

± 0,19 mmol/l). 

Le test de comparaison ANOVA montre une différence très significative entre la 

concentration  phosphocalcique chez les patients MM, les patients OP et les sujets T-. Le test 

montre une différence très hautement significative entre [Ca
++

] chez les patients MM et les 

patients OP (P< 0,0001) et entre les patients MM et les sujets T- (P< 0,0001), ainsi qu’une 

différence très significative entre [Ca
++

] chez les patients MM et les patients OP (P= 

0,0062) ont été enregistrées. Une différence très hautement significative entre [P] chez les 

patients MM et les patients OP (P < 0,0001), et entre les patients MM et les sujets T- (P< 

0,0001), ainsi qu’une différence très significative entre [P]  chez les patients OP et les 

sujets T- (P= 0,0078) ont été remarquée. 
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V.1.2. Corrélation entre [NO]et [PAL]  
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Fig 31 : Corrélation entre [NO] et [ PAL ] chez les trois groupes. A : Chez les sujets T-, B: 

Chez les patients OP. C : Chez les patients de MM. 

Les résultats illustrés dans la Fig 31 montrent une absence de corrélation entre [NO] et 

[PAL] chez les trois groupes : Chez les sujets T- A (1.10 %, r= 0 .1050, P= 0.6022), chez les 

patients OP B (0.55%, r= 0.07478, P= 0.7166) et chez les patients MM C (0.57%, r= 

0.07552, P= 0.6433) une corrélation très faible a été enregistré 
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V.1.3. La[NO] selon [PAL] chez les patients MM    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 32 : Étude de [NO] selon [ PAL] chez les patients MM 

Les patients avec [PAL] normal (40 à 140 U/l) représentent une fréquence très importante 

(33%) comparativement aux  patients MM avec [PAL] anormal (inférieur à 40 U/l) et 

(supérieure à 40U/l) qui sont moins fréquents, (10%) (8%) respectivement. La moyenne de 

[PAL]  a été 99.71 U/l avec extrêmes de (3 U/l à 304 U/l).   

La Fig 32 montre que [NO] chez les patients MM avec [PAL] anormal (supérieure à 40 U/l) 

(80,78 µM ± 53,90 µM) est supérieure à celle des patients  avec [PAL] normal (40 à 140 U/l) 

et [PAL] anormal (inf à 40 U/l) (51,42µM ± 5,29µM) (49,33 µM ± 1,60µM) respectivement. 

Le test de comparaison ANOVA montre une différence hautement significative entre les  

[NO] chez les patients MM avec [PAL] normal (40 à 140 U/l)  et anormal (supérieure à 40 

et (inf à 40 U/l)  (P < 0,0001). 
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V.1.4. Corrélation entre  [NO ] et la concentration phosphocalcique   

V.1.4.1.Corrélation entre [NO] et [Ca 
++
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Fig 33 : Corrélation entre [NO] et[ Ca++]  chez les trois groupes. A : Chez les sujets T-, B: 

Chez les patients OP. C : Chez les patients MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 33 montrent une absence de corrélation entre [NO ]et 

[Ca++]  chez les trois groupes. La Fig 32A et Fig 32C montre une corrélation très faible et 

négative chez les sujets T- A (0.46%, r= 0.06799, P= 0.7361) et les patients MM C (0.23%, 

r= 0 .04824, P= 0.7675). Une corrélation très faible et négative a été remarqué également 

chez les patients OP B (3.08%, r= -0.1757, P= 0.3805) Fig26B. 
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V.1.4.2 Corrélation entre [NO] et [phosphate]  
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Fig 34 : Corrélation entre [NO] et [P] chez les trois groupes. A : Chez les sujets T-. B: Chez 

les patients OP. C : Chez les patients MM 

Les résultats illustrés dans la Fig 34 montrent une absence de corrélation entre la [NO]et [P] 

chez les trois groupes. Une corrélation très faible chez les sujets T-, chez les patients OP et 

chez  les patients MM a été remarquée A (1.03% r= 0.1017, P= 0.6136), B (0.02%, r= 

0.01724, P= 0.9334), C (0.21%, r= 0 .04617, P= 0.7773). 
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V.1.5. La[NO]  selon  la concentration phosphocalcique   

V.1.5.1.La [NO]  selon [Ca++]  

[N O ]  µ M
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Fig 35 : La [NO] selon la  [Ca
++

] chez les patients MM 

Les patients avec [Ca
++

] anormal (supérieure à 2.5 mmol/l) représentent une fréquence très 

importante (63%) comparativement aux  patients MM avec [Ca
++

] anormal (inférieur à 2.1 

mmol/l) et [Ca
++

] normal (de 2.1 à 2 .5 mmol/l) qui sont moins fréquents, (25%) (10%) 

respectivement. la moyenne de [Ca
++

]  a été 2,42 mmol/l avec extrêmes de (de 0.1 mmol/l à 

3.82 mmol/l).   

La Fig 35 montre que [NO] chez les patients MM avec [Ca
++

] anormal (supérieure à 2.5 

mmol/l) (55,76 µM ± 24,80 µM) est supérieure à celle des patients  avec [Ca
++

] normal (de 

2.1 à 2 .5 mmol/l) et [Ca
++

] anormal (inférieur à 2.1 mmol/l) (51,26 µM ± 2,22 µM) (50,26 

µM ± 3,67 µM) respectivement. 

Le test de comparaison ANOVA montre une absence de différence significative entre [NO] 

chez les patients MM avec [Ca
++

] (supérieure à 2.5 mmol/l) et (de 2.1 à 2 .5 mmol/l). 

(p=0,8255), et avec [Ca
++

] (de 2.1 à 2 .5 mmol/l) et (inférieur à 2.1 mmol/l) (p= 0,6277). 

Une différence très hautement significative entre [NO] chez les patients MM avec [Ca
++

] 

(supérieure à 2.5 mmol/l) et  (inférieur à 2.1 mmol/l)  a été remarquée (P < 0,0001). 
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V.1.5.2.Étude [NO]  selon [phosphate]  

[N O ]  µ M
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Fig 36 : La  [NO] selon [P] chez les patients MM 

La fréquence des patients avec [P] normal (de 1 à 1.5 mmol/l) (35%) a été presque 

similaire à celle  des  patients MM avec [P] anormal (supérieure à 1.5 mmol/l) (35%) et 

(inférieur à 2.1 mmol/l) (30%) la moyenne de [p]  a été 2,42 mmol/l avec extrêmes de (de 

0.1 mmol/l à 3.82 mmol/l).   

La Fig 35 montre que [NO] chez les patients MM avec [p] anormal (supérieure à 1.5 

mmol/l) (59,23µM ± 32,38 µM) est supérieure à celle des patients avec [p] anormale 

(inférieur à 1 mmol/l) (52,76 µM ± 5,42 µM) et avec [p]  normale (de 1 à 1 .5 mmol/l)   

(50,41µM ± 2,45 µM). 

Le test de comparaison ANOVA montre une absence de différence significative entre [NO] 

chez les patients MM avec [p] (supérieure à 1.5 mmol/l) et (de 1 mmol/l à 1.5 mmol/l). 

(p=0,4985), et avec [P] (de 1 mmol/l à 1.5 mmol/l) et (inférieur à 1 mmol/l) (p= 0,3008). 

Une différence très hautement significative entre [NO] chez les patients MM avec [p] 

(supérieure à 1.5 mmol/l) et  (inférieur à 1 mmol/l)  a été remarquée (P < 0,0001). 
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V.2. Evaluation de la concentration du NO produit par un modele de co-culture 

cellulaire « des MPCs (RPMI 8228)  avec  les ostéoblastes  (MG63) » 

Nous proposons un modele de co-culture « des MPCs (RPMI 8228)  avec  les ostéoblastes  

(MG63) » pour créier un MET proche de microenvirenement de MM 

V.2.1.La production du NO par les  ostéoblastes (MG63) en  culture simple 
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Fig 37: A.  La [NO] produit par les MG 63. B. la viabilité des MG63.C. Corrélation entre 

[NO] et la viabilité des MG63 en culture simple 
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La moyenne de [NO]  produit par un nombre décroissant des ostéoblastes (MG63) en culture  

simple a été (30,53 µM ± 16,98 µM) avec extrêmes de (18 µM à 80 µM).   

La moyenne de viabilité d’un nombre décroissant des ostéoblastes (MG63) en  culture simple 

a été (65%) avec extrêmes de (15% à 127%). 

Les résultats illustrés dans la Fig 37 A. B  montrent  que , après une culture  de 24 h, plus  le 

nombre des cellules avant culture  est élevé , [NO] et la viabilité des MG 63 a été augmenté  

dans 63% des puits, après une culture de  48h et 72h , plus  le nombre des cellules avant 

culture  est élevé , la viabilité des MG 63 a été augmenté dans 90 % des puits  et la [NO ] a 

été presque constante dans 100 % des puits  . 

la Fig 37 C montre une absence de corrélation entre [NO] et  viabilité MG 63. Une 

corrélation très faible a été remarquée C (1.74% r= 0.130, P= 0.6392). 

V.2.2.La production du NO par les  MPCs  (RPMI 8226) en culture simple  
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Fig 38: A. [NO] produit par les RPMI 8226. B. la viabilité des RPMI 8226.C. Corrélation 

entre [NO] et la viabilité des RPMI 8226 en culture simple  

La moyenne de [NO]  produit par un nombre décroissant des MPCs  (RPMI 8226) en culture  

simple a été (26,27 µM ± 14,21µM) avec extrêmes de (19µM à 69 µM).   

La moyenne de viabilité d’un nombre décroissant des MPCs (RPMI 8226) en  culture simple 

a été (72%) avec extrêmes de (200% à 3%). 

Les résultats illustrés dans la Fig 38 A. B  montrent  que , la culture  des cellules pendant  

24 h est trop variable , plus  le nombre des cellules avant culture  est élevé ,   la viabilité des 

RPMI 8226 a été augmenté  dans 67% des puits, [NO]  a été diminué  dans 50% des puits et 

constante dans les autre puis , après une culture de  48h et 72h , plus  le nombre des 

cellules avant culture  est élevé , la viabilité des RPMI 8226 a été augmenté dans 75 % des 

puits  et la [NO ] a été presque constante dans 100 % des puits  . 

La Fig 38 C montre une absence de corrélation entre [NO] et  viabilité  des RPMI 8226. 

Une corrélation très faible et négative a été remarquée C (0.74%, r= -0.086, P= 0.7337). 
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V.2.3.La production du NO en  co-culture des MPCs  (RPMI 8226) avec un nombre 

décroissant des des ostéoblastes (MG63)  
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Fig 39: A. [NO] produit par les RPMI 8226 et les MG 63. B. la viabilité des MG63.C. La 

viabilité des RPMI 8226 .D. Corrélation entre [NO] et la viabilité MG 63 en co-culture .E. 

Corrélation entre [NO] et la viabilité des RPMI 8226 en co-culture.  

La moyenne de [NO]  produit en  co-culture des MPCs (RPMI 8226)  avec un nombre 

décroissant des ostéoblastes (MG63) a été (29,4 µM ± 18,10 µM) avec extrêmes de (19µM à 

69 µM).   

La moyenne de viabilité des MPCs (RPMI 8226)  en  co-culture avec un nombre décroissant 

des ostéoblastes (MG63) a été (63%) avec extrêmes de (15% à 106%). 

La moyenne de viabilité d’un nombre décroissant des ostéoblastes (MG63) en  co-culture 

avec des MPCs (RPMI 8226) a été (74%) avec extrêmes de (29% à 144%). 

Les résultats illustrés dans la Fig 39A. B.C  montrent  que , après une co-culture des RPMI 

avec  un nombre décroissant des ostéoblastes  pendant 24 h, plus  le nombre des cellules 

avant culture  est élevé , [NO] a été augmenté  dans 80 % des puits ,la viabilité des MG 63 a 

été augmenté  dans 20% des puits, la viabilité des RPMI 8226 a été augmenté  dans 40% des 

puits . après une culture de  48h et 72h, plus  le nombre des cellules avant culture  est élevé, 

la viabilité des MG 63 a été augmenté dans 80 % des puits , la viabilité des RPMI 8226 a été 

augmenté  dans 60% des puits et la [NO ] a été presque constante dans 100 % des puits . 

La Fig 39 D montre une absence de corrélation entre [NO] et  viabilité des MG 63. Une 

corrélation très faible et négative a été remarquée D (0.75%, r= -0.02751, P= 0.9225). 

La Fig 39 E montre une absence de corrélation entre [NO] et  viabilité  des RPMI 8226. 

Une corrélation très faible et négative a été remarquée E (24%, r= -0.4899, P= 0.0638). 
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V.2.4.La production du NO en  co-culture des ostéoblastes (MG63) par  avec  un nombre 

décroissant des MPCs  (RPMI 8226)   
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Fig 40: A. [NO] produit par les RPMI 8226 et les MG 63. B. la viabilité des RPMI 8226.C. la 

viabilité des MG63 .D. Corrélation entre [NO] et la viabilité MG 63 en co-culture simple .E. 

Corrélation entre [NO] et la viabilité des RPMI 8226 en co-culture. 

La moyenne de [NO]  produit par un nombre décroissant des MPCs  (RPMI 8226) en 

coculture  avec des MG 63 (22,38± 6,71µM) avec extrêmes de (19µM à 69 µM).   

La moyenne de viabilité d’un nombre décroissant des MPCs (RPMI 8226) en coculture  avec 

des MG 63 a été (85%) avec extrêmes de (37% à 257%). 

La moyenne de viabilité des MG 63  en coculture  avec  un nombre décroissant des MPCs 

(RPMI 8226) a été (61%) avec extrêmes de (17% à 134%). 

Les résultats illustrés dans la Fig 40 A. B .C montrent  que, après une coculture d’un  

nombre décroissant des RPMI 8226 avec des MG 63 : pendant 24 h, plus  le nombre des 

cellules avant culture  est élevé, [NO] a été augmenté  dans 50% des puits, la viabilité des 

MG 63 a été augmenté dans 50 % des puits, la viabilité des RPMI 8226 a été augmenté dans 

67 % des puits. Pendant 48h : plus  le nombre des cellules avant culture  est élevé, la 

viabilité des MG 63 a été augmenté dans 86 % des puits. La viabilité de RPMI 8226 et la 

[NO] a été presque constante dans 100 % des puits. Pendant 72h : plus  le nombre des 

cellules avant culture  est élevé, la viabilité des MG 63 a été augmenté dans  33 % des puits ,  

la viabilité des RPMI 8226 a été augmenté dans 67 % des puits  et la [NO ] a été presque 

constante dans 100 % des puits   

La Fig 40 D montre une absence de corrélation entre [NO] et  la viabilité des MG 63. Une 

corrélation très faible et négative a été remarquée D (8.65%, r= 0.2360, P= 0.2942). 

La Fig 40 E montre corrélation positive forte  entre [NO] et la viabilité des RPMI 8226. E 

(27%, r= 0.5249, P= 0.025). 
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L’inflammation est un acteur principal au cours de MM. La moelle osseuse, le siège du MET 

de MM est la clé majeure de développement et progression de ce cancer. Elle peut permettre 

la communication entre les plasmocytes malins et les cellules de la matrice cellulaire, par la 

production des facteurs inflammatoires et pro-inflammatoires favorisant la croissance et la 

survie des MPCs [2.3]. 

Le NO, l’un des principaux indicateurs d’inflammation propice au développement de tumeur, 

est fortement exprimé dans la moelle osseuse et est responsable de différents messages 

intracellulaires dans la croissance et la différenciation des cellules souches hématopoïétiques 

normales et malignes [11]. L'association du NO avec le développement des cancers 

hématologiques et les complications de remodelage osseux a été largement prouvée [206.10]. 

C’est dans ce contexte que notre travail propose d’évaluer le rôle du NO dans la progression 

du cancer de MM et étudier l’effet de cette molécule sur l’éventuelle évolution d’une des 

complications les plus visibles : les MBD. 

L’association d'ostéoporose avec une concentration élevée de (NO) a été fortement démontrée 

[12], ainsi la population d’étude a inclu des patients MM avec MBD, des patients OP comme 

« contrôles positifs» et des sujets sains témoins comme « contrôles négatifs ». 

Dans le but d’analyser les critères cliniques et cytologiques des patients MM, nous avons 

procédé par une étude épidémiologique où l’âge, le genre, la survie, le type des Acms produits 

et la masse tumorale des patients MM sélectionnés ont été reportés. La moyenne d’âge était 

de 59 ans. Une fréquence importante est remarquée chez les patients de plus de 50 ans 

comparativement à ceux de moins de 40 ans.  Saidi et al (2017) , ont déclaré une médiane 

d’âge de 63 ans et une fréquence importante de MM chez les patients entre 50 et 63 ans 

[221]. Nos résultats concordent aussi avec le travail de Saidi et al(2011) qui ont indiqué que 

la fréquence de MM chez les sujets de moins de 40 ans ne dépasse pas 25% en Algérie 

[225]. Nos résultats confortent aussi ceux trouvés par plusieurs approches épidémiologiques 

en Afrique et dans le monde y compris les travaux de Mrabet et al.(2010) en Tunisie [310], de 

Koffi et al.(2000) en Côte d’Ivoire [311] , de Zannou et al.(2011) au Bénin [312], de Kakpovi 

et al.(2014) au Togo [313],de Bataille et al. (1997) en France [314], et de Kyle et al aux Etats-

Unis [315]. 

L’aspect plus jeune des patients Algériens atteints de MM peut être expliqué par la jeunesse 

de la population dans plusieurs études [316]. 
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Bien que l’égalité d’incidence de MM chez les deux sexes en Algérie a été rapportée par 

Saidi et al. (2017) [221], la population d’étude au cours de ce travail a représenté une 

prédominance féminine,ce qui contraste avec les études deAli et al.(2008) [317] et les études 

de Ketari et al.(2006) qui rapportèrent la similarité de l’incidence de MM chez les deux sexes 

[318] .D’autre travaux ont déclaré la prédominance masculine au cours de MM [310,319, 

320]  ce qui a étéégalementconfirmé par l’OMS qui prévoit que l’incidence attendue de MM 

chez la population mondiale (entre 2000 et 2025) pourrait arriver à 1,75 chez les hommes et 

1,68 chez les femmes pour 105 habitants [221]. 

Le MM constitue une maladie non curable, le caractère multidisciplinaire de cette maladie 

peut expliquer la complexité de survie des patients MM. En effet,l’amélioration continue de 

ce cancer hétérogène a été largement prouvée [228].Plusieurs études ont suggéré que la 

médiane de survie des patients MM est passée de 3 à 6 ans ces 20 dernières années grâce au 

progrès des recherches sur la compréhension de la biologie tumorale de MM et le 

développement des approches thérapeutiques plus efficaces  [321, 322]. 

Plusieurs études ont rapporté que la survie des patients MM pourrait se prolonger de quelques 

mois à 15 ans ou plus [323]. La survie de nos patients (survie de plus de 20 mois, 58 %) 

représente une fréquence très importante. Cesrésultats sont prochesde ceux des études de 

classification de Salmon et Durie liées aux patients MM en stade III « environ 29 mois » 

[253].La survie prolongée qui est relativementnotable pourrait être due à l’aspect plus jeune 

de la population dont plusieurs études ont confirmé l’impact d’âge sur la survie des patients 

MM [324]. Ces donnés concordent égalementavec l’étude de Mohammadi et al (2017) qui 

ont affirmé qu’à partir des années 1990, la survie des patients MM en Algérie s’est 

significativement améliorée avec la mise en place des approches thérapeutique avancées 

[325].  

Ces auteures ont rapporté que, malgré le nombre élevé des patients Algériens MM avec un 

stade  III (82%, entre 2008-2015),la  durée de survie était de 30 mois et le taux de rémission 

étaitaugmenté [325].  

La survie très courte de certains de nos patients (6 à 12 mois) pourrait être expliquée par le 

caractère progressif de la maladie et surtout le retard de diagnostic. Ceci est supporté aussi par 

les données de Mohammadi et al.(2017) qui ont suggéré que le manque d'étude génétique sur 

les patients Algériens et le retard de diagnostic peut influencer les résultats de survie des 

patients MM[325].  
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Les résultats épidémiologiques ont également montré une prédominance des MM à IgGκ, 

àCLLet àIgAκ respectivement à côté d’une fréquence modérée de MM à IgGλ et à CLLλet 

quelque cas de MMà IgE et à IgD. Cette répartition est largement proche des résultats de 

Saidi et al.(2017) et Mohammadi et al.(2017) qui ont rapportéque les types majeurs des Ig 

sécrétées par la patients MM en Algérie sont les IgG, les IgA et les CLL[221.325]. Nos 

résultats sont similaires aussi à plusieurs données épidémiologiques rapportées en Tunisie 

[326], au Maroc [327] ,en Afrique [313] et aux EtatsUnis[328]. 

Le myélogramme médullaire est le révélateur du MM dans 61% des cas en Algérie 

[329].Dans la présente étude, le taux moyen d’infiltration médullaire des plasmocytes a été 

de 35%.La masse tumorale (MPC) de 10 à 30%représentela fréquence la plus importante 

comparée aux MPC de 30 à 50% etplus de 50%. 

L’envahissement des plasmocytes qui a été observé par l’étude médullaire chez nos patients a 

été compatible avec les manifestations de la maladie de MM et les critères de Salmon et 

Durie décrits précédemment, dont MPC% est supérieur à 10% chez la plupart des patients 

étudiés [228].Ces résultats concordent avec ceux de Saidi et al (2017)  et Mohammadi et 

al.(2017), qui ont trouvé que 89,79% des cas ont une infiltration des MPC médullaire 

supérieure à 10%chez les patients MM en Algérie [221.325].  

Selon certains études il serait possible de prédire le stade de MM à partir de MPC% ,trois 

étapes ont été suggérés (stade I : 20%, stade II : 20-50%, stade III : plus de 50% des 

MPC) [330] . Ces données appuient nos résultats (stade III avec complications osseuses). 

Tenant compte de la complexité des critères épidémiologiques qui est largement associée aux 

manifestations symptomatiques et cliniques de MM [227] et afin d’étudier le rôle du NO 

comme messager intra cellulaire favorisant le développement de ces manifestations, il a été 

indispensable de développer une étude approfondie sur la quantification et le dosage de ce 

paramètre dans notre population d’étude. 

La fonction de NO est largement basée sur la concentration produite dans un 

microenvironnement particulier [331].La quantification de NO dans les échantillons 

biologiques représente un grand défi pour les scientifiques [332]. L’estimation directe du NO 

devient très difficile à cause dela durée de vie très courte et son oxydation rapide avec 

plusieurs composants dans les systèmes biologiques. La littérature scientifique a également 

fait état d'une grande variabilité dans la mesure du NO entre 2µM jusqu'à 17µM – 44µM chez 



EXPERIMENTATIONS                                                                                            Discussions                                                                                                     

 

104 
 

les individus sains [333]. Beaucoup de travaux ont été effectués dans le but de parvenir à une 

méthode de haute performance et une meilleure fiabilité dans le cadre de la précision, la 

spécificité, la sensibilité avec un minimum d'interférences [334]. 

La méthode de Griess a été la plus utilisée dans la mesure du NO et les chercheurs utilisent 

couramment la somme des métabolites stables (nitrate et nitrite (NOx)) comme indicateur de 

sa concentration dans les milieux biologiques [335]. Les kits de la méthode de Griess sont 

généralement variés selon la base de réduction de nitrate utilisée (protocole à base de 

cadmium ou enzymatique) et de déprotéinisation des échantillons (produits chimiques ou, 

Ultrafiltration) [336].Les scientifiques ont trouvé que les kits enzymatiques et la précipitation 

avec les méthodes chimiques sont moins coûteux et plus rapide et couramment utilisés par les 

laboratoires [337]. Dans cette étude, et dans le but d’étudier le taux du NO et ses métabolites 

NOx (nitrite et nitrate) et de diminuer la variabilité et tester la fiabilité de quantification du 

NO plasmatique chez les trois groupes de notre population ,nous avons procédé à la 

quantification du NOx en utilisant deux kits commerciaux à base enzymatique Arbor assays et 

R&D. Ces kits de haute sensibilité contiennent des réactifs de la réaction de Griess. Afin de se 

rapprocher de la concentration réelle, différentes méthodes de déprotenisation sont discutées.  

Plusieurs études ont prouvé que la concentration élevée de NO dans les échantillons 

biologiques est due à une concentration élevée des protéines et une déprotenisation inadéquate 

[338]. La précipitation des protéines au cours de la quantification de NO par la méthode de 

Griess constitue un défi pour les scientifiques. C’est une étape très importante et nécessaire au 

cours de la préparation des échantillons qui peut influencer les concentrations de NO obtenues 

[339]. Différentes méthodes ont été testées pour trouver un mécanisme d'élimination optimale 

des protéines qui n'interfèrent pas avec la réaction de Griess où plusieurs chercheurs se sont 

accordés à éviter l'utilisation des solvants organiques et les amonium de sulfate et de sodium; 

ces méthodes sont non recommandées à cause des résidus protéiques restant dans le milieu 

précipité et l'interférence de ces composants avec la réaction de Griess. Les scientifiques se 

limitent aujourd'hui à l'utilisation de TCA et Zn2So4 où les résultats sont très proches 

[339.340.341] Pour toutes ces raisons, la précipitation avec le TCA a été choisie pour le 

dosage de NO dans ce travail. 

La variabilité de quantification du NO plasmatique a été confirmée dans cette étude, dont les 

résultats de similarité et corrélation entre la concentration de NOx dosé avec les deux kits 

Arbor assays et R&D, montrent une différence importante ainsi qu’une absence de corrélation 
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significative entre les deux kits chez les trois groupes. Malgré la variabilité qui a été 

enregistrée, des teneurs élevées de NO ont été détectés au niveau des plasmas des patients 

MM par rapport aux patients OP et sujets témoins en utilisant les deux kits. 

En calculant la moyenne de concentration de NOx dosé avec les deux kits, une production 

accrue du NO chez les patients MM a été confirmée .Ces résultats concordent avec les 

données de la littérature,qui ont déclaré que la concentration élevée de NO plasmatique a été 

associée à plusieurs cancers hématologiques tels que la leucémie et cancers solides, incluant 

le carcinome colorectal, le carcinome hépatocellulaire, le Cancer de la cavité auriculaire, le 

cancer du mélanome, le cancer du sein, le cancer gastrique [69]. Nos données sont également 

en accord avec l’étude récente de Parween et al (2017) qui ont trouvé une différence très 

significative entre la concentration de NO plasmatique chez 100 patients MM comparés aux 

sujets sains [342]. R.V.Mendes et al. (2001) ont observé une forte expression d’iNOS(100%) 

dans les cellules tumorales provenant du MM par rapport à l'expression de NOSe et NOSn qui 

a été respectivement de 30% et 50% [343]. 

Le niveau élevé de NO chez les patients MM pourrait être un marqueur majeur de l’état 

d’inflammation au cours de ce cancer. Afin d’évaluer le statut   inflammatoire chez les 

patients MM, nous avons procédé à la quantification de l’un des marqueurs d’intérêt reconnu 

au cours de la réponse inflammatoire systémique   ,la CRP [344].Les résultats obtenus ont 

révélé des teneurs élevées de (CRP) plasmatique chez les patients MM par rapport aux 

patients OP et sujets témoins. Cela pourrait être expliqué par les réactions et les processus 

inflammatoires diffusés dans le MET de MM [228] .Ces données ont été également 

supportées par plusieurs études qui ont indiqué que la production de CRP est principalement 

régulée par (IL-6)  ,le facteur clé fourni par les cellules de la moelle osseuse et responsable de 

la croissance et la survie des MPCs [345.228]. Klein et al (1991) ont rapporté une diminution 

de CRP sérique chez les patients MM après la perfusion d’Acm anti-IL-6 [346]. D’autres 

études ont confirmé que la CRP représente un marqueur de pronostic significatif et très 

important au cours de MM. Bataille et Klin(1998) ont proposé une classification de pronostic 

simple pour les patients MM en utilisant la β2m etla CRP. Les auteures ont décrit l’association 

entre la concentration élevée de CRP sérique, la prolifération de plasmocytes et le taux de 

β2m [247]. L’étude de Brown et al (2015)  a indiqué par contre que la CRP ne reflétait pas 

nécessairement les changements de l’évolution de la maladie [348].d’autre part, il a été 

démontré que la CRP peut augmenter significativement la synthèse de NO exprimé dans 

diverses conditions inflammatoires particulières  [349] .Notre travail a enregistré l’absence 
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d’une corrélation entre la concentration plasmatique de CRP et le NO ; ceci pourrait être 

expliqué parle nombre limité des échantillons.Aussi, il a été démontré que le dosage de CRP 

pourrait être influencé par certaines conditions liées aux patients et ne semblent pas être liées 

à l'inflammation impliquantles polymorphismes génétiques, l'ethnicité, les différents régimes 

alimentaires, et l'obésité  [ 350]. 

Le NO a été pris comme marqueur pronostique corrélé positivement avec le grade tumoral et 

la survie des patients au cours de plusieurs cancers. Il peut influencer divers aspects de la 

biologie tumorale [69]. Pour étudier l’effet de NO et comprendre son rôle physiopathologique 

chez les patients MM, nous avons examiné l’éventuelle relation entre la concentration de NO 

plasmatique et certains marqueurs de pronostic épidémiologique et clinique du MM, 

notamment, l’âge, le genre, le type des Acms produits, la survie, la masse tumorale (PMC%), 

la concentration des Acms, la concentration de β 2microglobuline et le rapport des chaines 

légères κ / λ.  

L’influence du genre au cours de MM a été clairement prouvée par la littérature. Plusieurs 

études ont confirmé le rôle des modifications hormono-sexuelles chez les femmes et les 

hommes dans le développement de ce cancer [351]. L’étude de l’influence du sexe dans ce 

travail montre une prédominance féminine représentant un niveau élevé de NO en comparant 

au sexe masculin .Ces données ont été supportées par de nombreuses études qui ont montré 

l’implication des hormones sexuelles dans la régulation de la fonction de NO au cours de 

plusieurs cancers .Nos résultats vont dans le sens indiqué par Knappet al (2013) qui ont 

rapporté que les œstrogènes peuvent favoriser l’échappement d'apoptose en modifiant 

l'expression d’iNOS [352].  

L’âge représente un marqueur de mauvais pronostic au cours de MM [324].Notre travail 

montre une concentration élevé de NO chez les patients plus de 65 ans par rapport aux 

patients moins de 65 ans, une différence très significative a été notée entre les deux tranches 

d’âge .Nos résultats sont appuyés par plusieurs études qui ont prouvé que le macrophage peut 

augmenter la synthèse de NO avec l’âge [354].  

L’étude de concentration de NO selon le type des Acms produits a montré des teneurs très 

élevés chez les patients MM à chaine légère libre représentant une prédominance dans la 

population. Plusieurs études ont rapporté que ce type de MM constitue un mauvais pronostic, 

et qu’il est fortement associé à des complications majeures telles que l’atteinte rénale et 

l’hypercalcémie [354]. 
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Dispenzieri et al. (2008) ont trouvé un dysfonctionnement tubulaire chez presque tous (98%) 

les patients MM à chaîne légère libre [355]. L’étude de Donald. (1968) a également confirmé 

par une technique d’immunofluorescence l’accumulation des chaines légère kappa et lambda 

dans la lumière rénale des patients avec une insuffisance rénale [356]. Donc, en fonction de 

leur tropisme pour les structures glomérulaires ou tubulaires, les chaînes légères peuvent 

provoquer une amylose, une maladie de dépôt en chaîne légère, une néphropathie ,une 

destruction tubulaire plus souvent associée avec une lésion rénale aigue [357].Ce processus 

est associé généralement à la production des facteurs et cytokines pro-inflammatoire ,dont 

plusieurs études ont confirmé l’association étroite de la production accrue de NO et 

l’évolution de l’insuffisance rénale et la néphropathie [358]. Ces résultats donc ont renforcé 

notre hypothèse qui suppose l’association de la production de NO avec la progression de 

certaines complications de MM 

Dans ce travail, des teneurs élevées de NO ont été également remarquées chez les patients 

MM à IgA et à IgG, représentant une fréquence très importante ,comparativement à la 

concentration de NO chez les MM à IgD et à IgE qui sont très rares et pareil au MM à chaine 

légère.  

Ces résultats ont été supportés par l’étude de Kearney et al. (2011) qui ont observé une 

immunoflurcence intense des IgG dans la lumière rénale des patients atteints d’insuffisance 

rénale [359]. Nos données également concordent avec plusieurs recherches rapportant 

l’implication de NO dans la synthèse des immunoglobulines. Stena et al. (2016) ont trouvé 

que le NO iNOS-dépendant peut réguler la production d’IgA sécrétoire par l'expression des 

facteurs qui peuvent influencer la commutation de classe des cellules B vis-à-vis des 

antigènes thymo-dépendants et thymo-indépendants. Les auteures ont déclaré que, les taux 

sériques d'IgA et d'IgG2b chez les souris dépourvues de gène INOS (iNOS2
-
) ont été 

significativement plus faible comparativement au contrôle tandis que les taux sériques 

d’autres sous-classes d'immunoglobulines n'ont pas été affectées [360]. Nos données sont 

aussi en accord avec les travaux de Sato et al (2003) qui ont déclaré que le traitement des 

cellules plasmatiques par IL6 et (iNOS) peut favoriser la sécrétion des IgA [361]. 

L’étude de la concentration de NO selon la durée de survie des patients a montré des teneurs 

très élevées chez les patients MM avec une survie de plus de 20 ans et qui a été supérieure à 

celle des patients avec une survie de 20 mois, 7 mois, 6 mois et de 12 mois respectivement 

,ainsi qu’une différence très hautement significative entre la concentration du NO chez les 
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patients MM avec une survie de plus de 20 mois et une survie de 6 mois a été remarqué  .Ces 

résultats concordent relativement avec plusieurs travaux rapportant l’association de 

l’expression d’INOS et la survie des patients atteints de MM .Le travail de  Botta et al (2016) 

a étudié le rôle de 20 gènes responsables des processus inflammatoires dans la progression et 

la survie des patients au cours de MM.L’étude a déclaré que le gène INOS était parmi les 8 

gènes qui ont été indépendamment corrélés à la survie des patients MM. Les auteurs ont 

expliqué les résultats par l’implication de NO dans le recrutement des cellules immunitaires, 

les macrophages, les neutrophile et les LT ,ce qui s’accompagne par l’augmentation de la 

production des cytokines principalement suppresseurs de tumeur, favorisel’amplification de la 

réponse Th1(TIL cytoxique),  et peut conduire ainsi à une augmentation de ladurée de survie 

des patients MM [362]. Par ailleurs, une absence de corrélation significative entre la 

concentration de NO et la survie des patients MM a été remarquée dans notre travail, ce qui 

pourrait être expliqué par la taille réduite des échantillons. 

La ponction médullaire peut fournir des informations importantes pour évaluer le diagnostic 

de MM et prédire la progression et l'état de maladie. Il a été rapporté que 5% et plus des 

MPC% dans la moelle osseuse est un facteur de risque indépendant de progression [228]. 

Dans ce travail, l’étude de la concentration de NO selon la masse tumorale représente une 

concentration élevée chez les patients avec MPC% entre 10 et 30% comparativement aux 

concentrations de NO chez les patients avec MPC% supérieure à 30%.Prenant en compte la 

cinétique de la prolifération des plasmocytes, MPC% de 10 à 30% correspond à un critère 

mineur de diagnostic de MM tandis que MPC% supérieurs à 30% constitue le critère majeur 

de la maladie. Nos données donc pourraient être expliquées par les études de Botta et al 

(2016) cité précédemment, dont le NO pourrait être un agent important dans la réponse 

immunitaire diffusée dans le microenvironnement MM impliqué dans la suppression et la 

cytotoxicité des cellules tumorales (MPC) [362]. Nos résultats ont montré une absence de 

corrélation significative entre la concentration de NO et le pourcentage de masse tumorale 

(MPC%) ainsi qu’une absence de différence significative entre la concentration de NO chez 

les patients MM avec MPC de 10 à 30% et supérieur à 30% a été enregistré. En plus de la 

taille réduite de l’échantillon des patients recrutés dans notre population, ces données 

pourraient être expliquées par la nature inégale de la moelle osseuse qui peut influencer 

l’étude cytologique et rendre l'interprétation plus difficile. Des chercheurs ont trouvé que la 

variété des résultats de l'examen médullaire constitue l’une des causes les plus fréquentes 

d'échec de rémission des patients MM [253]. Il a été rapporté qu’environ 50% à 100% des 
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variations des MPC% a été enregistré au cours de MM. Le MPC% a été très petit au départ, et 

les estimations visuelles peuvent fournir une réduction de 50% des MPCs réelle [268] . La 

moelle osseuse donc ne présente pas toujours des signes d'atteinte typique de MM [253] .De 

plus, d’autres études ont prouvé que le myélogramme est effectué dans des parties minces 

d’échantillon contenant uniquement des cellules individuelles clairement visibles et très loin 

des particules où les PCM sont souvent regroupées. Cette approche a été confirmée par les 

hématologues qui ont déclaré la présence d’une agrégation focalisée des PCMs, bien que cette 

partie ne soit pas incluse dans le pourcentage indiqué dans le myélogramme [263] . En outre, 

certaines études ont trouvé que le myélogramme ne montre pas souvent des plasmocytes 

monoclonaux comparativement aux techniques moléculaires plus sensibles (réarrangements 

des gènes et cytométrie en flux) [253]. Afin de minimiser l’erreur d’échantillonnage de 

myélogramme, d’autres marqueurs clinique doivent être rajoutés pour le diagnostic de MM et 

évaluer l’état de maladeincluant : Le taux sérique de β2M, le taux d’Acm, S-FLC(serum free 

light chain) (le dosage de chaine légère libre sérique) (le dosage Freelite) et le R k/λ. 

Le β2M est un facteur de pronostic important et plus utile chez les patients atteints de MM 

[228]. L’augmentation de ce marqueur est fortement associée à un mauvais pronostic. 

Plusieurs études ont trouvé que le taux sérique de β2M et le stade clinique, sont les facteurs de 

pronostic les plus significatifs pour la surviedes patients comparativement aux autres 

marqueurs associés à un pronostic plus sombre [227]  . Des études ont déclaré une différence 

importante entre la survie des patients de stade III avec un taux élevé de β2m (aucun survivant 

à 5 ans) et les patients de stade I avec un taux normal (durée de vie plus de 5 ans) [264]. 

Dans ce travail, un taux de β2m anormal (Stade III > 3.5 mg/l) a été observé chez 85% des 

patients recrutés avec une moyenne de (16,49mg/l) et des extrêmes de (2.11 

mg/là120.45mg/l). De plus, la concentration de NO chez les patients avec le taux de β2m 

>3.5mg/l a été supérieur à celle des patientsavecun tauxβ2m ≤3.5mg/l,ce qui est soutenu 

relativement par les données de stade clinique et survie des patients recrutés [253].  

L‘absence de corrélation significative entre la concentration de NO et la concentration de β2m 

chez les patients MM dans notre travail pourraient être supportées par les travaux de Kyle et 

al (2009) qui ont trouvé que le taux de β2m au cours de MM ne peut pas fournir une bonne 

estimation de masse tumorale [265]. La quantité d’Acm sérique est utilisée pour mesurer la 

charge tumorale et le statut de MM [366]. Dans ce travail, un taux d’Acm anormal (>30g/l) a 

été observé chez 37% des patients MM avec une moyenne de (20.29 g/l) et des extrêmes de 
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(1.9 g/l à 50.4g/l).ce qui n’a pas été d’accord avec les données de la littérature et la 

classification de Salmon et Durrie (stade III>30g/l)des patients recrutés [227]. 

Nos données ont également montré que la concentration de NO chez les patients avec Acm 

≤30 g/lest supérieure à celle des patients avec Acm>30g/l et une absence de corrélation 

significative entre la concentration de NO et la concentration des Acm. Ces résultats 

pourraient être supportés par plusieurs études qui ont déclaré que le rapport des Acms est 

relativement insensible dans les laboratoires et ne permet pas d’évaluer la quantité réelle des 

protéines sériques M au cours de MM [367]. La limite des échantillons également pourrait 

être un facteur raisonnable influençant nos résultats. Prenant en compte les inconvénients de 

dosage d’Acm qui il est insensible, depuis 2001, l’utilité clinique de l’examen CLLs a été 

largement prouvée. Ce test joue un rôle central dans le dépistage, l’évaluation de progression 

et la réponse au traitement des patients MM [368]. Le niveau normal d'un type de CLL (k ou 

λ) dans le sang est environ (10 mg/l) [369].Au cours de ce travail  ,le taux sérique de CLL a 

montré des valeurs anormales (>10mg/l) chez 98% (CLLκ) et 83%(CLL λ ) des patients MM, 

avec une moyenne de (CLLκ274.57 mg/l)(CLL λ 1607.57 mg /l). Nos donnée sont également 

montré que la concentration de NO chez les patients MM avec CLLs(>10mg/l) est supérieure 

à celle des patients avec concentration de CLLs (≤10mg/l).Plusieurs travaux ont suggéré que 

le taux des CLL peut fournir des informations pour détecter la clonalité et suivre les 

changements dans la sous-structure clonale au fil du temps [370], ainsi , l’association de 

CLLs élevée avec les caryotypes complexes et anormaux et la charge plasmocytaire élevée a 

été fortement confirmé. Nos données peuvent donc supposer l’implication de NO dans la 

carcinogenèse et la prolifération anarchique des MPCs [371]. Cependant, une absence de 

corrélation significative entre la concentration de NO et le taux sérique de CLLk et λ a été 

remarquée dans ce travail 

Le R κ/λ est un rapport puissant pour le diagnostic et la surveillance de MM, si le niveau de 

CLLκ ou CLLλ est très élevé ou faible, le rapport est anormal <0.26 ou >1.65, ce qui indique 

que le myélome est actif. Si les niveaux des deux types CLLκ et CLLλ sont augmentés, le 

rapport peut être dans la plage normale, ce qui indique généralement une maladie autre que le 

MM tel que l’insuffisance rénale [369]. Un R k /λanormal (<0.26 ou>1.65) a été observé chez 

83% des patients MM dans notre étude avec une moyenne de 274.57
 
et des extrêmes de 

(0.0019et2066.29). Cela concorde avec les travaux de Fleur et al (2007) qui ont trouvé 

qu’entre 70% et 100% des patients MM présentent un R k /λ anormale. Plusieurs travaux ont 

déclaré qu’un niveau augmenté de R k/λ est toujours associé de manière significative à une 
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diminution de durée de survie, ainsi qu’une corrélation positive a été confirmée entre ce 

rapport R κ/λ et l’infiltration des MPC dans la moelle osseuse [369]. D’autres études ont aussi 

confirmé l'association entre R k/λ à chaque stade de l'ISS ainsi que sur la base de R κ/λ et la 

concentration de β2m [371]. 

Nos résultats ont également montré que la concentration de NO chez les patients MM avec un 

R k/λ <0.26 ou>1.65est supérieure à celle des patients avec un R k /λentre 0.26 et 1.65.Il a été 

démontré que les patients avec R κ/λ significativement anormal ont une charge tumorale plus 

importante, une progression plus agressive et un pronostic défavorable. Certaines études ont 

montré que les anomalies cytogénétiques étaient associées fortement à un R k /λ élevé 

[371].Nos données peuvent supporter d’implication du NO dans la carcinogenèse des MPC. 

Une absence de corrélation significative entrela concentrationde NO et R κ/λ a été remarquée, 

ce qui pourrait être expliqué par les études de Radocha J et al (2015) qui n’ont pas détecté une 

association entre le R κ/λ et la cytogénétique [373] ,  ainsi que les travaux José Luis et al 

(2016) qui ont déclaré que le Rκ/λ est associé à des patients MM au stade 2 de l'ISS, mais pas 

aux stades 1 et 3  [371]. 

Dans ce travail, l’étude de corrélation du NO avec certains marqueurs de pronostic de MM a 

fortement imposé l’hypothèse de l’implication de cette molécule dans la régulation de  la 

réponse immunitaire anti-tumorale et l’évolution decertaines complications associées à cette 

maladie .Afin de se rapprocher du rôle régulateur du NO dans la réponse immunitaire au 

cours de MM,le niveau des cellules immunitaire des patients recrutés (indiqué dans le 

myélogramme et l’FNS) ainsi que la corrélation de la concentration de NO avec la charge 

immunitaire ont été étudiés. 

Les lymphocytes infiltrant la tumorale (LIT) constituent la forme majeure d'inflammation 

locale au cours de la réponse immunitaire anti-tumorale [244]. Il a été démontré que la MO 

est un réservoir des lymphocytes spécialement LT avec une activité anti-tumorale 

remarquable adaptée aux antigènes des MPCs [297]. Bien que les patients de cette étude 

représentent un stade tardif de la maladie, les données de myélogramme et l’FNS ont montré 

que les patients MM avec un taux de LIT et LS normal représentent une fréquence très 

importante comparativement aux patients avec un taux de LIT et LS supérieure à la fourchette 

normale. Nos résultats peuvent confirmer l’association de MM avec les anomalies numériques 

du sous-ensemble immunitaire et la capacité des MPCs à modifier le microenvironnement 

local de MO et moduler l'immunité de l'hôte pour soutenir leur croissance et leur 
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échappement immunitaire [374.375]. Nos données s’accordent avec les travaux de Sze et al. 

(2001) qui ont trouvé une relation étroite entre le pourcentage réduit des lymphocytes T et un 

mauvais pronostic chez les patients atteints de MM [376], ce qui a été confirmé aussi par 

Marcin et al. (2014) qui ont n’ont pas enregistré une différence entre les pourcentages de LT 

activés chez les patients MM et les sujets témoins [377] Chapoval et al 2001 ont expliqué ces 

rapports immunitaires modifiés par la surexpression des molécules co-inhibitrices dans la MO 

qui ont été impliquées dans le dysfonctionnement immunitaire au cours de MM [378] D’autre 

travaux plus approfondis suggèrent un rôle critique de LT contribuant à la tumorigenèse et à 

la progression de MM.  Douglas et al   (2008) ont démontré que l’accumulation de Treg dans 

la MO des patients MM a été mise en parallèle par la diminution des fonctions effectrices de 

T et cellules NK [379].  

Le dysfonctionnement de NKT peut également inhiber l’immunité anti-tumorale des patients 

MM. Terabe et al (2000) ont déclaré que les NKT peuvent supprimer l’immuno-surveillance 

des tumeurs sur la base de leur production accrue des cytokines Th2 [380]. Une autre sous-

population des LT a été signalée par les chercheures, les Th17, plusieurs travaux ont trouvé 

que la MO des patients atteints de MM présente une augmentation de Th 17 par rapport aux 

témoins qui sont impliqués fortement dans l’inhibition des lymphocytes et favorisent la 

croissance des cellules MM [382. 381]. 

Dans le myélome, les interactions immunitaires hôte-tumeur sont très complexes .Les 

résultats illustrés dans ce travail concordent en partie avec plusieurs études rapportant la 

variabilité de la charge immunitaire chez les patients MM [382]. La fréquence modeste des 

patients MM recrutés avec un taux LIT et LS supérieurs à la fourchette normale n’éloigne pas 

l’intervention des effecteurs immunitaires notamment les lymphocytes infiltrant la moelle 

osseuse dans la réponse immunitaire anti-tumorale au cours de MM, ce qui a été confirmé 

dans la littérature [376. 377]. Plusieurs observations cliniques ont rapporté des phénomènes 

immunologiques actifs chez les patients MM qui consistent à des tentatives partiellement 

réussies du système immunitaire spécialement les LT cytotoxiques, les NK et les NKT de 

l'hôte pour supprimer les MPCs [377]. Les patients MM qui peuvent clairement montrer un 

contrôle de leur malignité pendant de nombreuses années avec une stabilité au niveau de MP 

ont confirmé une destination d’une immno-homéostasie entre le MM et l'hôte [379] 

Malgré la fréquence modérée des patients recrutés  avec un taux de LIT et LS élevé, il a été 

remarqué qu’ils ont un taux très élevé de NO. Aussi, une différence très hautement 
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significative a été remarquée chez les patients MM avec TIL% entre 5% et 20% et inférieur à 

5%.On peut suggérer selon ces données que, plus la concentration de NO est élevée, plus le 

taux de LIT et LS est très élevée. Cette approche pourrait être supportée fortement par 

plusieurs études qui ont rapporté l’implication de NO dans l’orientationde la réponse 

immunitaire adaptative en modulant la balance Th1/Th2. Meera et al (2014) ont trouvé que 

l’INOS peut favoriser fortement la production des cytokines Th1 (L'IL-12, IFN-γ, TNF : le 

facteur de nécrose tumorale)) qui ont été remarqué un taux très élevé au cours de MM 

[153.382].Nos données s’accordent aussi avec les travaux de Yang J  (2013) qui ont démontré 

que le NO favorise la différenciation de Tho en sous-population de LT, notamment les Treg et 

les th17, dont le rôle dans le MM a été décrit précédemment   [155.379.381.382]. De plus, nos 

résultats pourraient être soutenus par les études deHiram et al. (2014) qui ont rapporté 

l’association de la concentration élevée de NO avec l’action cytotoxique de LTC et la 

régression tumorale au cours des cancers hématologiques notamment, les lymphomes [383]. 

Bogdan C et al (2001) ont prouvé que les cellules NK peuvent favoriser la destruction des 

cellules tumorales en utilisent la molécule de NO [60]. En revanche, le rôle du NO dans le 

dysfonctionnement des lymphocytes immunitaires a été aussi confirmé par Mieke et al. 

(2014) qui ont trouvé que le NO peut influencer la régulation des cytokines 

immunosuppressives qui représentent   un rôle majeur dans le dysfonctionnement immunitaire 

au cours de MM particulièrement IL10 et TGF B [386]. Ainsi Massini et al. (2013) ont trouvé 

que le taux de NO élevé peut réguler la voie Fas-Fas-L qui constitue l’acteur principal pour 

l’inhibition et l’apoptose des lymphocytes notamment les LT chez les patients MM 

[194 .388]. 

Nos données représentent un myé % inférieur à la fourchette normale chez presque tous les 

patients MM recrutés. En plus de la ligne lymphoïde infiltrant la tumeur,les progéniteurs 

myéloïdes aucours de MM pourraient être représentés spécialement par les MDSC 

(suppressives dérivées des myéloïdes), un sous-ensemble hétérogène de lignée myéloïde 

immature avec une activité immunosuppressive importante  [386]. Nos résultats concordent 

avec l’étude de Barbara et al (2011) qui n'ont pas trouvé une corrélation entre les MPCs et la 

fréquence des MDSCs infiltrant   la MO chez les patients MM [375]. Nos données sont aussi 

soutenues par l’étude de Jinheng et al (2016) qui ont déclaré que les MDSCs s'accumulent 

dans la MO pendant le développement de MM chez les patients nouvellement diagnostiqués 

[309]. Ainsi, il a été démontré que la fréquence des MDSCs a été similaire chez les patients 

MGUS et les patients MM. Ces observations peuvent donc supporter les données de notre 



EXPERIMENTATIONS                                                                                            Discussions                                                                                                     

 

114 
 

étude, malgré l’activité immunosuppressive des MDSCs largement rapportée au cours de 

MM, la charge tumorale ne présente pas le moteur principal pour induire l’accumulation de 

ces cellules [375]. 

Une absence de corrélation entre le myé % et la concentration du NO a été remarquée dans ce 

travail. En effet, le rôle de NO dans la régulation de l’activité des (MDSCs) au cours de MM 

était largement rapporté dans la littérature [386.376. 388]. Il a été démontré que les MDSCs 

exercent leur activité immunosuppressive dans plusieurs types de cancers solides et 

hématologiques à travers les deux enzymes arginase 1 (ARG1) et (iNOS). Drass et al. (2014) 

ont trouvé que pendant l’inflammation chronique ou la tumorigenèse, les MDScs peuvent 

favoriser l’épuisement en L-arginine et provoquer l’arrêt de la prolifération de différents types 

cellulaires y compris Les LT et NK   en agissant sur les régulateurs du cycle cellulaire. Yinhui 

et al. (2017) ont déclaré que la libération de NO au cours de MM pour améliorer l’activité 

immunosuppressive de MDSC [388]. De plus, Il a été démontré que les exosmoses libérés par 

les MDSCs sont impliqués également dans la régulation des voie STAT3 et NFKB afin 

d’augmenter l’expression d’iNOS au cours de MM. Il est intéressant de noter aussi que la 

MDSC est fortement impliquée dans l’angiogenèse, la croissance et la survie des MPCs via la 

sécrétion de plusieurs molécules incluant le NO [304]. 

Les lignées myéloïdes matures chez les patients MM recrutés ont été représentées 

spécialement par les granulocytes associés à la  tumeur (GAT) et les granulocytes de sang 

périphérique (GS)  [389], nos résultats représentent un niveau élevé des GAT qui a été 

supérieur aux valeurs normales chez presque tous les patients MM recrutés , et s’accompagne 

par un niveau diminué des granulocytes systémiques (une fréquence importante des patients 

MM avec une valeur normale de grany%), ce qui est du probablement a la migration de ces 

cellules vers le site de tumeur (la MO).Les chercheurs ont largement rapporté le rôle majeur 

des granulocytes, notamment les neutrophiles, dans le développement de divers types de 

cancer, y compris le MM [390] . Nos données sont fortement supportées par plusieurs études 

qui ont prouvé l’implication des granulocytes dans le dysfonctionnement immunitaire et la 

progression de MM  , Nous citons les travaux de Parrinello et al (2013) qui ont trouvé que les 

neutrophiles isolés des patients MM représentent une capacité phagocytaire réduite et une 

fonction immunitaire altérée, ce qui peut favoriser l’inhibition de l’activité de LT [391]. Nos 

résultats s’accordent aussi avec les travaux de Camille et al. (2016)  qui ont déclaré que les 

neutrophiles infiltrant la tumeur constituent un facteur clé et nécessaire pour la différenciation 

et la maturation des MPCs [304]. Ainsi, plusieurs études ont trouvé que les neutrophiles sont 
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impliqués dans la chimiorésistance de MM par la production des cytokines et facteurs de 

croissance influençant la croissance de MPCs [392].Il a été démontré aussi que les 

éosinophiles peuvent augmenter les effets immunosuppressifs dans le microenvironnement de 

MM et peut induire le dysfonctionnement de LT tumoral [392.393]. En utilisant des modèles 

de souris de MM Wong et al (2014) ont trouvé que l'épuisement des éosinophiles par le 

blocage de l'IL-5 a fortement réduit la charge tumorale de MM [392]. Ceci a été confirmé par 

les études in vitro de Chu  et al. (2011) qui ont démontré que le surnageant d’éosinophiles 

était suffisant pour induire une prolifération des MPC [394]. En effet, les scientifiques ont 

prouvé que le niveau élevé de TAG qui s’accompagne par une lymphopénie (le cas de la plus 

part des patients recrutés dans cette étude) constitue un marqueur important pour la prédiction 

de l’inflammation locale et le dysfonctionnement immunitaire au cours de MM, ce qui reste 

susceptible d'avoir un pronostic médiocre et une survie courte des patients MM [395]. 

Nos résultats ont montré une corrélation significative entre la concentration de NO et le 

pourcentage ainsi que le nombre des granulocytes systémiques. Nous avons remarqué 

également que la concentration de NO chez les patients MM avec un nombre et un 

pourcentage des GS st supérieure à celle des patients avec un nombre et un pourcentage des 

GS  .Nos résultats sont appuyés par l’étude de Anupam et al (2013) qui ont trouvé que la 

transcription d’INOS est présente de manière constitutive chez les neutrophiles des hommes 

et souris, le NO se trouve dans le cytosol, dans les granules et dans d’autres organites 

subcellulaires des neutrophiles [396]. Aussi, nos données sont fortement soutenues par les 

travaux de Nataša et al (2013) qui ont trouvé que les lymphocytes th17 favorisent la migration 

et l’infiltration ainsi que le recrutement des neutrophiles via la production de NO comme 

messager intra- et intercellulaire [397].Sarah et al (2017) ont également déclaré que les 

neutrophiles et les (MDSC) présentent les mêmes cellules progéniteures qui peuvent prendre 

les mêmes caractéristiques [392], ce qui a été confirmé par Camille et al. (2015) qui ont 

trouvé que les neutrophiles peuvent supprimer la fonction de NKT via la production d’un 

niveau accru de NO dans la MO [304]. 

Dans ce travail nous avons remarqué que presque tous les patients MM recrutés ont représenté 

un taux des monocytes systémique normal, ce qui est du probablement à la migration de ces 

cellules vers la MO et la différenciation vers un macrophage associé à la tumeur (TAM). Nos 

résultats sont soutenus par plusieurs études qui ont déclaré que les macrophages associés au 

myélome proviennent des monocytes recrutés et non pas des précurseurs monocytaires 

résidant dans la MO [304]. Nos données pourraient être supportées également par plusieurs 
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travaux qui ont trouvé que les MPCs et les cellules de MET peuvent stimuler la 

différenciation des monocytes en TAM, en sécrétant des médiateurs et cytokines 

inflammatoires [389]. Une fois les monocytes recrutés dans le MET, ils acquièrent un profil 

pro-inflammatoire qui est impliqué dans les réponses immunitaires innées et adaptatives. 

Cependant, la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires tels que (TNF), (IL-1), IL-6, IL-8 

peut induire une instabilité génétique et une évolution des clones malins [304]. Plusieurs 

études ont trouvé que les macrophages favorisent et soutiennent la croissance des MPCs et la 

résistance aux médicaments au cours de MM. Il a été démontré que le niveau élevé des 

macrophages peut favoriser la croissance et diminuer l’apoptose des lignées cellulaires de 

myélome [389.304]. Les scientifiques ont prouvé que l'infiltration des TAM a été associée à 

un pronostic défavorable chez les patients MM [398]. 

Le NO constitue le médiateur clé produit par les macrophages au cours de la réponse 

immunitaire innée, ce qui a été aussi confirmé par les données de notre travail en présentant 

une corrélation remarquable entre la concentration de NO et le taux de monocytes [200]. Nos 

résultats s’accordent avec ceux de Sessa et al (2009) qui ont rapporté que les TAM peuvent 

libérer un taux élevé de NO, ce qui favorise la vasodilatation et l'angiogenèse au cours de MM 

[398]. Les études de Asimakopoulo et al (2013) ont également prouvé que les TAM peuvent 

favoriser le dysfonctionnement immunitaire et soutenir la croissance de MPC via la 

production élevée de NO [3]. Par ailleurs, nos résultats concordent largement avec les travaux 

de Varic et al. (2014) qui ont prouvé que le NO peut moduler la production des chimiokines, 

telles que MCP-1 (Monocyte Chimo-attractant Protein-1), IP-10 et MIP-1α qui sont impliqués 

dans l’activation des monocytes et macrophages et peuvent être associés aussi à la 

progression de MM [399]. 

L’étude de leucocytes systémiques dans ce travail a remarqué que la fréquence des patients 

avec un taux normal de leucocytes similaire à celui des patients avec un taux de leucocytes 

très élevé. Une concentration de NO chez les patients avec un niveau de leucocyte anormal est 

supérieure à celles des patients avec un niveau des leucocytes intégrés dans la fourchette 

normale. Nos résultats concordent avec ceux qui ont été décrits précédemment, dont la plus 

part des leucocytes peuvent largement migrer vers le site de tumeur au cours de MM [304]. 

Plusieurs études ont démontré que le NO est un immunosuppresseur qui peut empêcher le 

roulement, l'adhérence et la transmigration des leucocytes (monocytes et granulocytes) et 

inhiber l'activité des chimiokines telle que l'IL-8 [144 .147.148]. 
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Le NO peut avoir un rôle multiforme et complexe au cours de la réponse immunitaire anti-

tumorale car il existe une très fine ligne entre le rôle tumoricide bénéfique et le rôle 

immunosuppresseur néfaste de NO [69]. Il semple plus clair maintenant que le NO pourrait 

être un marqueur immunitaire de valeur importante à explorer   au cours de MM. 

Le diagnostic de MM est un défi pour le médecin en raison des symptômes et complications 

hétérogènes qui sont associées à cette maladie (douleurs osseuses, infections récurrentes, 

anémie) [253]. Les manifestations osseuses associées au myélome sont les plus fréquentes 

comme signes révélateurs de MM. Elles constituent l’aspect le plus visible et la cause majeure 

de mortalité qui se développe chez 80% des patients MM [4]. Les MBD se caractérisent par 

un déséquilibre de remodelage osseux, ce qui provoque des lésions et douleurs osseuses et 

fractures pathologiques et peut réduire la qualité de vie des patients MM [5.6.253].  

L'os est un tissu dynamique caractérisé par un équilibre entre la formation osseuse maintenue 

par les ostéoblastes et la résorption continue par les ostéoclastes, ce qui conduit à l’intégrité 

structurelle du squelette et l’équilibre d'homéostasie minérale du calcium et phosphore [400]. 

Dans le but d’étudier l’effet du NO sur l’évolution d’une complication primordiale associée 

au MM (MBD), des marqueurs reconnus pour l’activité des ostéoblastes (PAL) et 

l’homéostasie phosphocalcique (Ca++, Phos) ont été évalués chez les patients MM recrutés, 

ainsi qu’une étude pour chercher une éventuelle corrélation entre ces marqueurs biochimiques 

et la concentration de NO. 

Malgré les atteintes osseuses, largement rapportées au cours de la maladie d’ostéoporose [12], 

nos résultats ont représenté une concentration très élevée de PAL et des teneurs 

phosphocalciques chez les patients MM comparativement aux patients OP et témoins. Ces 

données peuvent approuver la perturbation accrue du remodelage osseux chez les patients 

MM recrutés, ce qui pourrait être confirmé aussi par les manifestations osseuses représentées 

par les patients MM en stade III [228]. Nos résultats suggèrent une destruction osseuse 

développée qui a été représentée par les composants minéraux « phosphocalciques » de la 

matrice osseuse libérés dans le sang et une concentration élevée de PAL qui a été associée 

couramment avec une activité ostéoblastique continue. Nos données sont en accord avec les 

travaux de Deepika et al (2016). En se basant sur des études histologiques et les processus 

précoces de développement de MBD, les auteurs ont trouvé que l'augmentation de la 

résorption osseuse a été accompagnée par l’accroissement de l’activité des ostéoblastes et la 

formation osseuse, tandis que cette activité pourrait être supprimée au cours des 
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complications osseuses plus avancées [401]. Ces observations suggèrent que, dans la première 

phase de MBD, le recrutement et l’activité d'ostéoblastes maintient la régulation entre la 

résorption et la formation de l'os, ce qui est perdu après dans les dernières étapes de la 

maladie et résulte en une amplification d’ostéolyse, des fractures et lacunes osseuses étendues 

[402.403]. Nos résultats sont appuyés par ceux de Nurhan et al. (2016) qui ont remarqué une 

augmentation de PAL associée à des fractures osseuses [404], ce qui  concordent également 

avec des observations souvent faites à une étape plus avancée de MM lorsque la perte osseuse 

est déjà survenue , dont  le niveau de PAL chez les patients MM a été dans la fourchette 

normale ou assez faible à cause de l’activité supprimée des ostéoblastes [402.401].  

Bien que la concentration élevée de NO a été impliquée fortement dans le déséquilibre de 

remodelage osseux au cours de l’ostéoporose [12], nos données ont représenté des teneurs 

élevées de NO chez les patients MM par rapport aux patients OP. Ces résultats peuvent 

supposer l’hypothèse que le NO non seulement peut favoriser la progression et le 

dysfonctionnement immunitaire au cours de MM, mais également cette molécule peut 

s’engager simplement comme un médiateur impliqué dans les complications osseuses 

associées au MM. Nos données présentent des teneurs élevées de NO qui ont été distinguées 

chez les patients MM représentant une concentration élevée phosphocalcique et de PAL. Nos 

résultats sont soutenus par plusieurs travaux qui ont rapporté l’implication de NO dans le 

recrutement et l’activité des ostéoclastes [405]. Aussi, il a été démontré que la voie iNOS est 

essentielle pour la résorption osseuse stimulée in vivo et in vitro [12]. D'autre part, des études 

ont trouvé que le NO peut agir comme stimulateur autocrine de la croissance des ostéoblastes 

[406]. Le NO a des concentrations physiologiques peut influencer la croissance et la 

différenciation des ostéoblastes, mais à des concentrations élevées, il peut provoquer 

l’apoptose et l’altération de la fonction de ces cellules [405]. 

Le déséquilibre entre la formation et la résorption de l’os est la cause majeure des MBD qui 

est survenu grâce à des séries de changements dans le microenvironnement de MM [278]. 

Plusieurs études ont prouvé que le NO plasmatique ne pourrait pas toujours fournir une 

évaluation précise du profil de NO dans le corps et en particulier dans les tissus endommagés 

[333]. Afin de se rapprocher des mécanismes de la régulation impliquée par la production de 

NO dans le microenvironnement MM, nous avons proposé, et ce pour la première fois, un 

modèle d’un MET de MM qui est représenté par la coculture des MPC « lignée RPMI 8226 » 

et des ostéoblastes « lignée MG63 ».  
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La culture simple des MG 63 a représenté une production élevée de NO qui a subi une 

régulation après une culture de 72h.Ces résultats peuvent confirmer nos données qui ont été 

décrites précédemment, où le NO peut s’intégrer dans le profil des ostéoblastes et influencer 

la différenciation et la prolifération de ces cellules de manière dépendante de la concentration 

[405].  Nos données ont représenté également une production élevée de NO dans la culture 

simple des MPCs. Ces résultats sont soutenus par les travaux de R. V. Mendes et al. (2001) 

qui ont observé une forte expression d’iNOS (100%) dans les cellules tumorales provenant du 

MM [343]. 

Nos résultats aussi ont enregistré une viabilité  appréciable des MG 63   qui ont été en 

coculture avec  un nombre modéré des MPC comparativement  à la viabilité de ces cellules en 

culture simple. Nos résultats peuvent expliquer la concentration élevée de PAL qui a été 

rapportée dans cette étude chez les patients MM recrutés, ce qui est en accord  aussi avec les 

travaux de Roodman, G.D. (2011)   qui ont  remarqué un changement fonctionnel dans la 

nature des ostéoblastes après l’infiltration des MPC [407], ainsi que Deepika et al (2015 )  qui 

ont démontré que les MPCs peuvent favoriser l’engagement dans le cycle cellulaire dans les 

pré-ostéoblastes [401]. Bataille et al (1991) ont déclaré également que les MPCs peuvent 

augmenter directement le recrutement des ostéoblastes avec plusieurs mécanismes [408]. 

Cependant, plusieurs études ont déclaré que ces changements ont été dépendants du temps 

d'expression des gènes liés à la croissance tumorale des MPCs et le métabolisme osseux dans 

la MO [401]. Les MPCs peuvent établir des relations étroites et intimes avec les cellules 

osseuses afin d'exercer leurs effets prolifératifs [279]. 

Ces rapports pourraient être représentés clairement dans notre travail. Dans le cas de la 

coculture des MG63 avec un nombre décroissant des MPCs, nous avons remarqué une 

diminution étendue dans la viabilité des MG63 accompagnée par une augmentation 

remarquable dans la viabilité des MPCs comparativement à la viabilité de ces cellules en 

culture simple. Nos données pourraient être supportées par plusieurs études de la littérature 

qui ont prouvé le rôle de MET dans la croissance des MPC [227.228.278.279]. Natalie et al. 

(2001) ont déclaré que la perte d'ostéoblastes au cours de MM a été en fonction de l'évolution 

de la tumeur qui peut favoriser la réduction des facteurs dérivés des ostéoblastes et augmenter 

la libération des facteurs de croissance qui sont impliqués dans la résorption osseuse continue 

[278]. Les scientifiques ont déclaré aussi que l'évolution de MM peut favoriser la diminution 

rapide des ostéoblastes et peut modifier avec le temps le profil de l'expression des gènes dans 

les pré-ostéoblastes pour soutenir leur croissance [401]. En parelles, notre étude a présenté 
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une corrélation positive et claire entre la production de NO et la viabilité des MPC en 

coculture avec un nombre modéré et fixe des MG 63. Ces données suggèrent que le NO 

pourrait être un médiateur important produit dans le microenvironnement de MM qui peut 

favoriser la croissance des MPCs et influencer également les complications osseuses 

associées au MM. 

Un cycle vicieux se met en place au cours de MM. Le déséquilibre de remodelage osseux peut 

favoriser la libération des facteurs de croissance nécessaires qui sont enfermés dans la matrice 

osseuse et peut favoriser la prolifération des MPCs. A leur tour, les MPCs peuvent libérer des 

facteurs pour influencer la fonction des cellules osseuses en particulier et provoquer une 

ostéoclastogenèse et une altération fonctionnelle des ostéoblastes formant l’os [228.278.279]. 

Une des particularités qui a été clairement prouvée par cette étude est que le NO pourrait être 

l’un des médiateurs essentiels produits par les MPCs et les cellules de MET (MO) pour 

favoriser leur croissance tumorale et influencer la dérégulation de remodelage osseux au cours 

de MM. 

Il est intéressant de noter que cette étude a été effectuée lors de la présence de certaines 

limites incluant la petite taille des échantillons qui a été due à l’exclusion des patients MM ne 

présentent pas un MBD et ne déclarent pas un consentement clair pour la participation dans 

cette étude, ce qui peut influencer la forte signification des études statistiques de corrélation, 

ainsi que le temps de suivi de la survie des patients (représenté par le temps d’échantillonnage 

2 ans). Enfin, la variabilité des résultats des éléments immunitaires à cause de l’utilisation de 

plusieurs types d’appareils de FNS, la difficulté de la lecture des myélogrammes est un 

facteur qui peut également influencer ces données. 

Malgré l’absence des corrélations statistiques de la plus part des marqueurs de pronostic de 

MM avec la concentration plasmatique de NO, l’étude de la coculture peut fortement 

confirmer notre hypothèse et confirmer le rôle de NO comme marqueur de pronostic 

indépendant et de valeur important au cours  de MM. Donc, cette molécule pourrait être un  

médiateur important qui favorise les messages inter et intra cellulaires dans le MET  de MM 

qui sont impliqués fortement dans la progression du MM, dans le dysfonctionnement 

immunitaire et certaines complications  associées à ce cancer incluant les MBD. En 

conséquence, le NO pourrait être une cible fondamentale et prometteuse  pour des approches 

thérapeutiques vis-à-vis de ce cancer . 
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Conclusion and Perspectives 

Notre travail a pour objectif d’évaluer le rôle de NO dans la progression et le développement 

du cancer du myélome multiple et d’étudier son effet sur les atteintes osseuses associé au 

MM. Notre étude a permis de  conclure que :  

 La concentration de NO chez les patients atteints de MM de l’Est Algérien est élevée 

comparativement aux  patients atteints d’OP et aux sujets  témoins. 

 Le NO est impliqué dans la modulation du statut inflammatoire chez les patients 

atteints de MM. 

 Le NO est impliqué dans l’évolution de MM où il pourrait être un marqueur de 

pronostic indépendant chez les patients atteints de MM. 

 Le NO est impliqué dans la modulation de statut immunitaire y compris le recrutement 

des monocytes et granulocytes  dans le microenvironnement tumorale. 

 Le NO est impliqué dans l’évolution des maladies osseuses associées au MM chez les 

patients atteints de MM  . 

 La production de NO par le microenvironnement tumoral de MM est élevée en se 

basant sur le modèle de  co-culture (MPCs et ostéoblastes).une corrélation positive 

entre la concentration de NO et la viabilité des MPCs a été confirmé.  

Au terme de cette étude, certains  points  se sont avérés très intéressants à approfondir  dans 

des recherches futures : 

 Evaluer le taux et l’expression d’iNOS chez les patients atteints de MM  

 Evaluer d’autres marqueurs biochimiques de remodelage osseux tels que les 

Osteocalcin, Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), et C terminaux du collagène 

de type I (CTX) chez  les patients atteints de MM . 

 Evaluer le rapport RANKL/OPG chez  les patients atteints de MM.   

 Etudier la corrélation entre la concentration de NO et INOS et les cytokines de 

mauvais pronostic tel que l’IL6, Le VEGF et le  TGFB. 
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Tableau 1 : Listes des échantillons et données épidémiologiques des patients     

Patients Sexe Age (ans) le type d’Acm la survie des 

patiens (Mois)   

P1 H  61 CLL k 25 

P2 F 54 IgG k 07 

P3 F 48 IgG k 19 

P4 F 57 IgA k 25 

P5 H 61 CLL k 06 

P6 F 63 IgG k 06 

P7 F 66 IgA k 20 

P8 H 48 IgG k 21 

P9 F 66 IgG la 25 

P10 H 76 IgG k 25 

P11 F 67 CLL k 12 

P12 F 34 IgA la 25 

P13 F 68 IgA k 25 

P14 F 58 IgG k 25 

P15 H 57 IgG k 25 

P16 F 60 IgG la 25 

P17 F 36 CLL k 25 

P18 H 58 IgG k 25 

P19 F 29 IgA k 25 

P20 F 59 CLL k 25 

P21 H 56 IgG k 07 

P22 F 68 IgG la 12 

P23 F 54 CLL k 06 

P24 F 77 IgG la 06 

P25 F 65 IgA la 11 

P26 H 68 CLL k 25 

P27 F 85 IgD 06 

P28 H 77 IgA k 25 

P29 F 54 IgA k 25 

P30 F 48 CLL k 25 

P31 H 48 CLL la 25 

P32 F 53 IgG k 25 

P33 H 57 IgG la 07 

P34 F 49 CLL k 07 

P35 F 63 CLLla 05 

P36 H 69 CLL k 19 

P37 F 50 IgG k 25 

P38 H  63 CLL k 25 

P39 F 85 IgA la 25 

P40 H 62 IgG k 25 
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Tableau 2 : Listes des échantillons et données  du myélogramme et d’FNS des patients 

Patien
ts 

MPC  

% 

LIT

% 

Myl

% 

GAT

% 

LS  

% 

LS 

N°10
3

/ µl 

GS 

% 

 GS  

10 
3
/ 

µl 

Mono 

% 

Mono 

10 
3
/ µl 

Leu 

10
3
/ µl 

P1 39 15 6 29 11,80 1,020 85 8,0 1,5 0,13 9,69 

P2 29 16 10 41 30,25 1,718 50 7,0 6,0 0,60 10,00 

P3 17 8 18 71 32,25 2,077 51 8,0 9,0 0,50 6,20 

P4 29 15 09 42 34,2 2,718 50 9,0 6,0 0,60 9,59 

P5 32 10, 5 31 32,25 3,718 52 6,0 3,0 0,70 4,10 

P6 60 16 11 41 31,25 2,718 05 5,0 6,0 0,90 5,30 

P7 22 17 10 40 18,30 0,900 76,6 3,8 9,0 0,60 4,90 

P8 21 18 12 45 33,25 1,718 47,0 8,0 5,0 0,30 10,00 

P9 22 16 10 35 32,25 0,918 50,0 10,0 6,0 0,90 11,00 

P10 16 14 08 38 30,25 1,518 53,0 8,0 4,0 0,70 7,30 

P11 83 11 11 65 33,25 2,718 51,0 7,0 6,0 0,60 12,00 

P12 45 19 07 41 32,25 0,918 52,0 9,0 5,0 0,50 11,00 

P13 23 16 13 37 24,80 2,760 69,5 5,5 5,8 0,41 7,07 

P14 20 13 14 28 23,60 3,300 74,5 12,5 2,1 0,09 9,74 

P15 41 17 09 45 33,25 2,077 50 8,0 7,0 0,50 12,00 

P16 25 16, 18 60 32,25 2,718 52 6,0 6,0 0,30 12,00 

P17 23 15 7 38 30,25 2,359 51 8,0 8,0 0,60 1,90 

P18 12 12 14 39 33,25 2,718 53 9,0 5,0 0,80 12,00 

P19 41 16 11 41 32,25 2,359 50 8,0 9,0 0,70 7,20 

P20 54 44 07 28 0,650 2,000 27 0,8 7,7 0,20 3,10 

P21 67 20 12 41 33,25 2,718 54 3,0 6,0 0,40 12,00 

P22 10 46 13 48 31,25 1,359 49 8,0 3,0 0,60 4,66 

P23 67 5 10 39 33,60 2,459 50,0 9,0 9,4 0,80 3,46 

P24 38 11 11 42 18,90 2,700 49,0 8,0 6,0 0,90 3,70 

P25 35 19 08 43 34,25 2,718 39,2 3,5 5,0 0,60 5,60 

P26 38 13 12 41 60,80 7,859 33,1 4,0 6,1 0,80 12,30 

P27 02 15 10 70 32,25 2,718 48,0 8,0 4,0 0,30 09,00 

P28 26 20 09 40 31,25 2,077 47,0 7,0 6,0 0,40 2,60 

P29 37 22 07 42 34,25 3,718 50,0 9,0 5,0 0,70 11,00 

P30 66 15 10 38 31,25 2,359 51,0 8,0 6,0 0,60 12,00 

P31 13 13 05 58 0,240 3,959 69,0 7,5 8,4 1,05 12,56 

P32 53 17 13 44 32,25 2,077 71,2 6,4 8,2 0,50 8,90 

P33 39 19 06 41 30,25 3,718 50,0 8,0 6,0 0,50 6,10 

P34 18 12 11 56 31,25 2,718 47,0 9,0 7,0 0,80 9,20 

P35 54 23 14 36 33,25 2,359 50,0 7,0 5,0 0,60 12,00 

P36 41 10 06 34 0,417 4,659 52,0 9,0 6,8 0,70 10,30 

P37 60 03 04 46 34,25 2,718 50,0 8,0 6,0 0,40 4,70 

P38 20 04 09 41 32,25 2,077 53,0 6,0 8,0 0,60 7,30 

P39 06 05 11 40 31,25 3,718 50,0 8,0 5,0 2,50 4,58 

P40 66 38 05 42 33,25 2,718 49,0 9,0 6,0 0,80 3,70 
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 Nitric oxide (NO) is an instable free radical considered as a marker of physiological and 
pathological processes. NO quantification is very sensitive and shows a great variability because 
of the NO short life time. Myeloma bone diseases (MBD) constitute one of the most visible aspects 
in MM cancer, which is a favorable microenvironment for the promotion of communication 
between malignant plasma cells and other cell types using cellular messengers including NO. 
On the other hand, many researchers have confirmed the association of osteoporosis with a 
high concentration of (NO), which has been proven to play a primary role in bone remodeling. 
The relationship between plasma NO concentration and MM pathology is poorly documented. 
This work aimed to study the variability of NO quantification using R&D and Arbor assays kits 
in plasma MM patients in comparison with osteoporosis (OP) patients as positive control. MM 
and OP blood samples were obtained from patients in three hospitals at the East of Algeria. 
The results showed a slight similarity (21.56%) between NOx concentrations assayed with two 
kits, that the average concentration of NOx in MM patients(54, 22ìM / l ±20, 06ìM/l) was higher 
than the average concentration of NOx in patients with OP (48,34ìM/l ±16,71ìM /l). Our results 
confirmed an important difference and variability in NO quantification Thus the high NOx 
level production in MM patients comparing with OPpatients was noticed.

Keywords: Nitric Oxide (NO), Multiple Myeloma (MM), Nitrate/Nitrite (NOx) 
quantification, R&D and Arbor assays kits.

 Nitric oxide (NO) is a free radical of 
low molecular weight (30 Da) 1. It is known as a 
major factor in most regulating cellular functions 
in various physiological processes2. NO is a 
prognostic marker for many diseases especially in 
inflammation and oxidative stress3. 

 The Griess method is most widely 
used to measure the amount of conversation of 
NO to (Nitrate (NO

3
) / Nitrite (NO

2
)) (NOx), 

representative of unstable NO release4. However, 
scientific literature shows a great variability in the 
measurement of NO between 2ìM up to 17 ìM - 44 
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ìM in healthy individuals, when using the methods 
based on the Griess reaction5. For this reason, 
much work has been done to achieve a method of 
high performance and reliability in the context of 
accuracy, specificity, and sensitivity with minimal 
interference6. Furthermore, the quantification of 
NO in biological samples is a major challenge for 
scientists because of NO rapid release, its short 
life span7, and the different functions based on 
the concentration of this molecule produced in a 
particular microenvironment2.
 In tumor microenvironment, the role of 
NO is very complex; it is produced in different 
concentrations that induce either apoptosis or tumor 
cell growth. At high concentrations, NO acts as a 
potential anti-cancer agent that favors apoptosis and 
inhibits angiogenesis. At moderate concentrations, 
this molecule is linked to tumorigenesis and anti-
apoptotic processes8.
 M u l t i p l e  m y e l o m a  ( M M )  i s  a 
hematological cancer in a clonal expansion of 
fully differentiated B cells (plasma cells) in the 
bone marrow9. It is characterized by osteolysis and 
a monoclonal immunoglobulin secretion that can 
develop an immune deficiency and severe renal 
impairment10.
 Several studies have validated the 
association of cancer with high concentrations of 
NO11 in different types of tumors : breast, brain, 
lung, prostate, colorectal and pancreatic tumors12. 
On the other hand, no studies have reported the 
relationship between NO concentration and MM 
pathology where quantification of NO levels in 
MM patients were poorly studied.
 Myeloma bone diseases (MBD) are one 
of the most visible aspects in MM cancer, which 
can reduce the quality of life of patients because 
of bone pain and pathological fractures13. As well 
as osteoporosis (OP) is a disease characterized by 
low bone mass and deterioration of bone tissue14. 
Many researchers have confirmed the association 
of osteoporosis with a high concentration of (NO) 

15.  In addition, other works have proven the primary 
role of NO in bone remodeling16. 
 The aim of this work is to assess the level 
of plasma nitric oxide in multiple myeloma and 
to study its quantification variability using two 
different commercial kits R&D and Arbor assays. 
OP patients will be used as an internal control.
 The interference of the deproteinization 

of the samples during the Griess reaction has been 
proven by several authors17. In this study, different 
methods of deproteinization will be discussed.

Materials and Methods

 Nitric Oxide (NO) quantification kits were 
purchased from Arbor Assays and R&D societies. 
Trichloroacetic Acid (TCA), zinc sulphate (ZnSO

4
 

) were purchased from Sigma Aldrich.
Patients
 The diagnosis of patients was confirmed 
after the Clinical and biological examinations, 
where 40 MM patients and 27 OP patients aged 
between 35 and 60 were collected over two years 
(2014 and 2015) in hemato-oncology department  at  
three hospitals in the East of Algeria (Constantine, 
Batna and Annaba). All subjects signed a clear 
consent so that we were able to carry out this study 
by respecting the rules edited by the declaration of 
HELSENKI (August 2004).
Plasma samples Preparation
 The heparinized blood was centrifuged 
for 15min at 1400 rpm; the plasmas were aliquoted 
and frozen at -80°C until use.
deproteinization
 Deproteinization is a necessary step 
for the quantification of nitric oxide because the 
presence of protein causes interference on the 
Griess reaction. Two deproteinization protocols 
were tested in this work.
deproteinization with Znso4
*6 mg of ZnSO

4
 were added to 400 ìl of plasma 

(15 g / l); the mixture was vortexed and centrifuged 
(for 10 min at 1400 rpm, and 4 ° C)
1.2.2. Deproteinization with TCA
*The plasma was treated with TCA 20% (w/v) for 
30 min in ice; the mixture was centrifuged (for 
15min at 1400 rpm and 4 ° C).
Both supernatants were collected and subjected to 
protein electrophoresis.
determination of nitric oxide
By the r&d kit
 The kit contains reagents necessary for the 
Griess reaction, including the lyophilized Nitrate 
Reductase (NR), its storage diluent, lyophilized 
NADH, the concentrated reaction diluent, and the 
nitrite and nitrate standard and the Griess reagent 
I and II.
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Preparation of reagents
 To prepare 300 ml of reaction diluent (1×), 
30 ml of concentrated diluent (10 ×) were added to 
deionized water.
 The (NR) was reconstituted with 1 ml of 
NR storage diluent and diluted, immediately before 
use according to the equations:
A: Reductase Nitrate (ìl) = (number of wells +2) 

× 5µl
B: Diluent reaction (1X) (ìl) = volume of A × 4

 The NADH was reconstituted with 5ml 
of deionized water and placed on ice.
standard Preparation 
100 µl of nitrite and nitrate standard (2000 ìmol/L) 
were added to 900 ìL of diluent (1X).
500 µl of diluent were placed in the remaining 
tubes, 500 ìl of mixture was transferred between the 
tubes to carry out a series of dilutions when (200 
ìmol / L) has been identified as the highest standard 
and the diluent (1X) is used to be (0ìmol/L).
determination of nitrites
 50 µl of  OP and MM samples or standard 
of nitrite was added to the microplate, diluted with 
1X v /v diluent, 50 ìl of GriessI and 50 ìl of Griess 
II were added, the mixture was incubated for 10 
min in room temperature, the OD(optical density)  
was read at ë = 570 nm.
determination of nitrate
 50 µl of OP and MM samples or standard 
of nitrate was added to the microplate, diluted with 
1X v /v diluent. 25 ìL of NADH was added with 
25 ìl of diluted NR to the well and the mixture was 
incubated for 37 min at 37 ° C. 50 ìl of Griess as 
well as 50 ìl of Griess II were added, the mixture 
was incubated for 10 min at room temperature and 
the OD was read at 570 nm.
By the arbor assays kit
 The kit contains reagents to perform the 
Griess reaction, including the nitrate reductase 
solution and its stabilizing enzyme, the concentrated 
NADH solution and kit buffer as well as the nitrite 
and nitrate standard and the Griess A reagent and 
B.
reagents preparation
 550 µl of the stabilizing enzyme was 
added to the NR solution, the mixture was 
vortexed and diluted with the v / 3v kit buffer. The 
concentrated NADH was diluted with Kit buffer v/ 
v.

standard preparation 
 40 µl of nitrite and nitrate standard (2000 
ìmol / l) were added to 360 ìl of kit buffer. 200 ìl of 
diluent were placed in the remaining tubes. 200 ìl 
of the mixture were transferred between the tubes 
to produce a series of dilution or (200 ìmol / l) was 
identified as the highest standard and the diluent 
(1X) is used for white (0ìmol / l).
determination of nitrites
 50 µ l of nitrite standard and 12.5 ìl of OP 
and MM samples were added to the microplate, 
dilution with the v / 4v kit buffer was carried 
out, 25 ìl of Griess A and 25 ìl of Griess B were 
added, Mixture was incubated for 5 min at room 
temperature and the OD (optical density) was read 
at 570 nm.
determination of nitrate
 50 µl of nitrate standard and 12.5 ìl of OP 
and MM samples were added to the microplate, 
diluted with the v / 4v kit buffer, 10 ìl of NADH 
was added with 10 ìl of diluted NR to the well 
and the mixture was incubated for 20 min at room 
temperature, 25 ìl of Griess A and 25 ìl of Griess B 
were added, the mixture was incubated for 5 min.
statistics
 All the statistical analysis was performed 
by using student t test and XL STAT software

results 

Characterisation of plasma deproteinization 
methods
 A migration gel of the proteins by 
electrophoresis was performed to test the presence 
of proteins in both supernatants treated with 
ZnSO

4
 and TCA (figure 2).

 A great difference has been observed 
between proteins intense migration in the 
supernatant treated with Zn2sO4 and TCA, that 
an absence of proteins in the supernatant due to 
precipitation with TCA was noticed.
Quantification of nox concentration with arbor 
assays and r&d kits in plasma MM patients
 The concentration of NOx (nitrite 
+nitrate) in plasma MM assayed by the two kits 
was compared to each other(figure 2).The results 
showed that the concentration of NOx assayed with 
Arbor assays (NOx= 50,16±6,98 ìM/l) presents low 
concentration in comparison with NOx assayed 
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Fig.1. Proteins  electrophoresis migration of the 
supernatant treated with TCA and Zn2so4. MW 
(molecular weight), TCA: supernatant treated with TCA. 
Zn2so4: supernatant treated with Zn2so4

Fig. 2. Comparison between the mean of NOx 
concentrations, quantified by Arbor assays and R&D 
kits in plasma MM patients

Fig. 3. Correlation between NOx concentrations quantified by Arbor assays and R&D kits in plasma MM patients 
.a. correlation of  NOx concentration. Correlation of Nitrate concentration. c. correlation of  Nitrite concentration 

with R&D kit (NOx= 58,26 ±39,75 ìM/l) where 
the concentration of Nitrate quantified with Arbor 
assays (NOx= 40,05 ±6,522ìM/l ) was higher than 
the concentration of Nitrate quantified with R&D 
kitassays (NOx = 30,02 ± 39,10 ìM/l ), while the 
concentration of Nitrite quantified with Arbor 
assays (Nitrite = 10,10 ±1,02 ìM/l ) present low 
concentration in comparison with Nitrite quantified 
with R&D kit (Nitrite= 28,22 ±4,75 ìM/l ).
similarity study between nox concentrations 
quantified with arbor assays and r&d kits
 A similarity study between NOx 
concentrations using the student t test was 
performed.Very important difference and variability 

in nitrite and nitrate concentrations assayed 
with two kits was noticed in the MM patients 
(13.1%),(0.01%); however, a slight resemblance 
in NOx concentration was detected (21.56%) 
(Table1).
Correlation study of nox concentration 
quantified between arbor assays and r&d kits 
in plasma MM patients
 Linear regression and correlation study of 
NOx concentrations quantified with the two Arbor 
assays and R&D kits in MM showed a negative and 
very low significant linear correlation that could 
be negligible Fig3a (r=-0.03324, P = 0.8386). In 
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Fig. 4. Correlation study between the difference and the average of NOx concentrations quantified by Arbor assays 
and R&D kits in plasma MM patients. a. Correlation of NOx concentration b. Correlation of Nitrate concentration 
c. Correlation of Nitrite concentration. 

Fig. 5. Comparison of the average concentration of NOx quantified with Arbor assays and R & D kits in plasma 
MM and OP patients. a. comparison between NOx concentration. b. comparison between Nitrite concentration. c. 
comparison between Nitrate concentration
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table 1. The percentage of NOx concentration similarity quantified by the 
two Arbor essay and R&D kits according to t test student

   MM patients
 NOx Nitrate Nitrite

Percentage of NOx  21.56 % 13.1% 0.01% 
concentration similarity t=1,248606 t=1.52483 t=22.9570     
using  two kit p=0,012897 p=0.13145 p<0.0001 

addition, a significant average positive linear 
correlation in Nitrate and Nitrite concentration 
was found Fig3b(r = 0.2969, P = 0.0628), Fig3c(r= 
0.2969 P=0.0628).
study of the impact of arbor assays and r&d 
kits on (nox) quantification in plasma MM 
patients
 The study of the impact of Arbor 
assays and R&D kits on (NOx)quantification in 
MM patients showed a very strong and highly 
significant negative linear correlation between 
the difference and the average impact rate of the 
kits on plasma samples. More NOx, Nitrate and 
Nitrite concentration values increase, the difference 
between NOx, Nitrate and Nitrite concentrations 
using the two kits decrease Fig4 a (r = -0.9402, 
PÂ0.0001), Fig4 b (r = -0.9178, PÂ0.0001),  Fig4 
c (r = 0.9178 P <0.0001).
Comparison between the averages concentration 
of nox quantified with arbor assays and r&d 
kits in MM and oP patients
 The average concentration of NOx 
assayed with Arbor assays and R&D kits was 
compared in OP and MM patients, where we have 
found that MM patients present high concentration 
of NOx in comparison with OP patients.
 Fig5a(NOx

MM 
= 54.22±20.06ìM/l 

,NOx
OP

= 48,34±16,71ìM/l); Fig5b(Nitrite 
MM 

= 
19,18± 2,55ìM/l, Nitrite

OP 
= 17,70±4,45ìM/l); 

Fig5c (Nitrate
MM 

= 35.04± 19,49ìM/l , Nitrite
OP 

=29.16± 3,27ìM/l).

disCussion

 To investigate the rate of NO and its 
metabolites NOx (Nitrite + Nitrate) measured 
by the kits, and to test the variability of its 
quantification in the plasma of MM patients, we 
have compared proteins’ precipitation methods.

These methods constitute a great challenge for 
scientists as they are a very important and necessary 
step during the preparation of samples, which may 
influence the NO concentrations obtained. 
 Several studies showed that the high 
concentration of NO in samples is due to a 
high protein concentration and inadequate 
deproteinization6. Different methods have been 
tested to find an optimal mechanism that does 
not interfere with the Griess reaction for proteins 
removal. Many research advice to avoid the use 
of organic solvents and ammonium and sodium 
sulphate. Moreover, these methods are not 
recommended because of the protein residues 
remaining in the precipitated medium and the 
interference of these components with the Griess 
reaction17. 
 Scientists’ discussion is restricted between 
the use of TCA and Zn

2
SO

4
, where the results are 

very close17. Both methods will be tested in this 
study for further comparison of their efficiency 
regarding samples deproteinization techniques.
 The  resu l t s  o f  p lasma pro te ins 
electrophoresis after precipitation show a great 
difference and variability. It has been observed that 
proteins intense migration in the supernatant of  
Zn

2
sO

4
 treated plasmas accompanied by an absence 

of proteins in the supernatant due to precipitation 
with TCA.
 These data confirm the effect of TCA in 
precipitating protein components in comparison 
with Zinc. Previously Han Moshage et al (1995) 
reported that zinc sulphate can eliminate at least 
50% of proteins in the precipitated medium6. It 
is also consistent with studies of T. Sivaraman et 
al(1997), who observed that the TCA precipitation 
due to the three-chlorine groups (Cl-) that ensure 
the increase of the electronegative charge (–) can 
result in an optimum pH physical acid medium. 
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However, in acidic media, optimal precipitation of 
proteins cannot be completed; thus, the precipitated 
pH medium with TCA is sufficient and constitutes 
the optimum pH of precipitation action18. Some 
studies showed that the Zinc is so highly reactive 
and can reduce the result of quantified nitrite19. 
The use of an acidic medium such as TCA can 
accelerate the Griess reaction20. Moreover, several 
researchers have been satisfied with the results of 
NOx due to the precipitation of Zinc17, where they 
have found that it is very effective for the formation 
of precipitation/turbidity, and removal of the fatty 
and particular substances that interfere with the 
Griess reaction19. Deproteinization in an acid 
medium would favor the loss of nitrite, which can 
easily convert to nitric oxide and nitrogen dioxide 
gas that must be avoided7.
 Study on variability of NO quantification 
in MMpatients is poorly documented; However 
there are different providers of NO assay kits based 
on Griess reaction.
 These kits are generally varied according 
to the nitrate reduction method used (cadmium or 
enzymatic protocol) and samples deproteinization 
methods (chemicals or ultrafiltration) 19.
 In this work, we have studied the variability 
of nitric oxide plasma quantification in MM using 
two different commercial kitsR&D and Arbor 
assays where the proposed precipitation protocol 
of the ultrafiltration membrane was changed with a 
cheaper and quicker precipitation method that has 
been tested previously:  precipitation by the use 
of TCA. The results obtained using osteoporosis 
patients as an internal control were compared to 
have a preliminary idea of NO concentration in 
MM patients.
 NO has a very short life span and it 
is rapidly oxidized with several components in 
biological systems. The quantification of NO is 
becoming very difficult, researchers routinely 
use the sum of these stable nitrate and nitrite 
metabolites (NOx indicators of the production of 
nitric oxide21.
 Both kits contain reagents to ensure the 
Griess reaction in order to dose the nitrite) as (NO

2
-) 

supplemented by the reduction of (NO
3
-) nitrates 

to nitrites in the presence of NADPH-sensitive 
reductase.
 The study of NO production revealed a 
significant difference and variability between the 

nitrite (NO
2

-) and (NO
3

-) nitrates concentration 
obtained by the two kits in the MM patients; 
however, a slight similarity in (NOx) concentration 
quantified using the two kits was detected.
 Thereafter, we noticed an absence of 
a significant linear correlation between (NOx)
(Nitrite) concentration obtained by R&D and Arbor 
assays kits. The concentration of (Nitrate) using 
the two kits reveals an average significant positive 
linear correlation in MM patients.
 The results obtained in the study of the 
kits impact on Nox concentration in multiple 
myeloma patients can be explained in terms of 
higher concentration values   of (NOx)– (Nitrate) 
and (Nitrite), the difference and variability of NO 
quantification in MM decrease.
 Many studies have proven the relationship 
of NO with the progression of hematological 
cancers13.This explains the resemblance that has 
been found between the two kits at high (NOx) 
concentrations in the case of hematologic cancer 
myeloma. Thus, at high levels of (NO x), (Nitrite) 
and (Nitrate) in the plasma, both kits can perform 
very similar activities.
 The current study revealed a high plasma 
level in MM patients despite the variability that was 
noticed in NO concentration using the two kits.
 High concentration of NOx was observed 
in the plasma of OP patients, which was confirmed 
by many published works15, 22, 23, 24. In the present 
work, it has been found that the average of NOx 
plasma levels in MM patients is higher than the 
average of NOx plasma levels in OP patients.
 Previously, NOS(NO synthase) isoforms 
expressions in situ have been proven by R.V.Mendes 
et al. (2001), while NOS2 was expressed in 100% 
of myeloma plasma cells. Thus, the expression of 
NOS1 and NOS3 was 30% and 50% respectively25, 
which concords with myeloma cells, can produce 
NO in high concentration. Furthermore, the 
quantification of plasma nitric oxide has been 
carried out in several hematological cancers, 
such as leukemia26, and solid tumors including 
colorectal carcinoma27, hepatocellular carcinoma28 

, Oral Cavity Cancer29, melanoma cancer30, breast 
cancer31, gastric32 cancer.
 NO has been taken as prognostic marker 
correlated positively with tumor grade and patients’ 
survival, it seems to play a complex role in tumor 
microenvironment. 
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 It has been also related to many cell growth 
processes, angiogenesis, immunomodulation, and 
apoptosis11.

ConClusion

 We conclude that NO quantification 
methods need to be  improved in order to reach 
the real concentration of NO in plasma.
 According to our results, high NO level 
in MM has been found despite the important 
variability in NO quantification that was noticed 
even in using the commercial kits. Hence, to 
explain the physiological and pathological role of 
NO in MM , further studies should be completed 
to investigate the correlation of NO plasma level 
with other prognostic markers of MM disease.
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 : الملخص

 

( ٓوٖ MMًغ تطٖر اهطرطاٍ. اهوٖرى اهِاواػٚ اهٌتؼود  )ارتباطا ٕثٜقا حطاش هلاهتٔاب ٛرتبظ  ًؤشر( ٖٓ NOأكطٜد اهِٜترٛك )

ا فٚ ُااع اهؼظوي ٜتضرطاٍ  ًٖٙ هالاٛا بلازً ًً ؼسٛوس اختاوام هت ٌوت ئًلا اهواٙ ٌٛلون بٜ وتٓواا اخيٜور  ، (MPCs) ًتٌاٛسة تٌا

اًورا  ػظواى اهوٖرى اهِاواػٚ اهٌتؼود   ؼتبورتاهتٔابٜوت ابٜلوت ٕأُوٖاع اهالاٛوا اىيورٗ باضوتاداى ٕضوائظ  لازًٜوت اهالاٛوا اهباهبَٜ 

(MBD ٕإفراز )َٜاهجوٖ ٖٛه  ( ٚاهٌِاػٚ ٕحٜد اهِطٜوت ًَ أكلر اهٌظآر ٕضٖحا فMM.) 

. قٌِوا بتقٜوٜي MBDاهو  ٕتوثثٜرّ ػوو٘ تطوٖر  MM ٛٔدف ٓاا اهؼٌن إهو٘  راضوت  ٕر أكطوٜد اهِٜترٛوك كٖضوٜظ اهتٔوابٚ فوٚ تطوٖر

  ،ٓواا اهٌور  تطوٖر اثًؤشور بؼو ٕارتباطوْ اهٌتتٌون ًوغ  اهجسائورٙ،فوٚ اهرور   MMًرضو٘ اهبلازًٚ ػِد  NOتركٜس 

أجرِٛوا  راضوت ،اضوافت اهو٘ كهوك  . إػوا ة ترولٜن اهؼظواى ػِود ٓوؤخر اهٌرضو٘ ًؤشوراثٕبؼو   تطٖر جٔاز اهٌِاػوت اٛضا ًغ 

اهٌتؼود ة هوٖرى اهِاواػٚ اهالاٛوا  اهٌروتر  اهوسرع ًوَ يولام اقتورا  MM ٜ وت اهطورطاُٜت ماهب ًَ قبن NO هتقٜٜي إُتاجًابرٛت 

(MPCs ) اهٌٌلوت ب(RPMI 6228) ٖبلاضتاثٜاخضت ًغ يلاٛا (ostéoblastes) اهٌٌلوت ب (MG63 )فٚ ُفص اهٖضظ. 

 ًٕوَ ثوي ، ضوٌ ) .  p< 0,01) اهروٖآدب( ًقارُوت MMهٌرضو٘ )افوٚ بلازًوا  NOأظٔرث اهِتائج زٛا ة ًتطٖضت فوٚ تركٜوس 

كاث  خهوت  ػلاقوتٕجودُا . ػولإة ػوو٘ كهوك (MM)  ام تطوٖرباهلرف ػَ ػلاقوت طفٜفوت بوبؼ  ًؤشوراث  NO ام تركٜسبٜاٍ 

ك ًؼودم اهالاٛوا كواه ٕ p< 0,01) ) (les monocytes ) اهالاٛوا اهٌِاػٜوت احا ٛوت اهِوٖاة ًؼودم ٕ NOإحاوائٜت بوَٜ تركٜوس 

 (.MM) ضً٘ر ( ػِدP<0,01)هتبٜبٜتا

وا م اهٌابرٛوت بالإضوافت إهو٘ كهوك ، أكودث اهدراضواث ًٌ   RPMI) يلاٛوا اهوٖرى اهِاواػٚ اهٌتؼود ضولاهت من  بلن     NO إُتاجًوا ًٔ

اٛوَ (. MG86هالاٛوا اهؼظٌٜوت )ا هطرطاُٜت ًوغ الاٛا ااه اهسرع اهٌرتر  هٔاّ  فٚ حاهتبلٌٜت كبٜرة هٖحع أٛضا ٕاهاٙ   )6228

 .8RPMI 822ٕ تلاثر  NO امابٜت بَٜ تركٜستثكٜد ٕجٖ  ػلاقت إٛجتي 

اهٌتاووت  ٌظوآراهػوو٘ بؼو   ٕ ٕتثثٜرّ ػو٘ ضؼف اهٌِاػوت( MMفٚ ضرطاٍ ) NOػو٘  ٕر  بئهقار اهضٖرضٌ  ٓاا اهؼٌن 

 . MBD  بٌا فٚ كهك ٌربٔاا اه

 النخةاي  ية  لةم  لايةا اللالام خال، MM) ) ، اهوٖرى اهِاواػٚ اهٌتؼود  )  (NO ،  اكطوٜد اهِٜترٛوك اخهتٔواب: الكلمات المفتاحية 

 ، إيةا   شكةكيا الع ة   ؤشةاات ،   ؤشةاات التوةم .(MBD) اهوٖرى اهِاواػٚ اهٌتؼود اًورا  ػظواى  ,    (MPC) المتعةد 

 .(  ostéoblastes  )    بلاضتاثٖاخضت

         

 



Abstract : 

Nitric oxide (NO) is sensitive marker of inflammation and it is widely associated with cancer development. 

Multiple myeloma (MM) is a hematological cancer of fully differentiated plasma cells in the bone marrow which 

is a favorable microenvironment for the promotion of communication between malignant plasma cells MPC 

(Myeloma plasma cells) and other cell types using pro-inflammatory mediators. Myeloma bone diseases (MBD) 

and monoclonal immunoglobulin secretion are the most visible aspects in MM.  

The present work aims to study the role of (NO) as an inflammatory mediator in the progression of MM and its 

effect on the development of MBD. We evaluated in vivo, the NO concentration in the plasma of MM patients in 

the Algerian East, and its possible correlation with some prognostic marker evolution, the statue of the immune 

system, and some bone remodeling markers in these patients. We have also carried out a study in vitro to 

evaluate NO production by myeloma microenvironment using MPC (RPMI 8226 cell lines) co-culture withe 

osteoblast ( MG63 cell line)  and to investigate anti-proliferative and cytotoxic effect of  iNOS inhibitor on the 

two cell lines  co-culture . 

The results showed a significant increase of NO concentration in the plasma of MM patients comparing with the 

plasma of positive and negative controls (p> 0.01). Hence, the profile of NO concentration allowed the revealing 

of a slight relation with some prognostic and bone remolding markers. Furthermore we found a significant 

relationship between NO concentration and monocytes (p> 0.01) as well as granulocytes rate (p> 0.01) in the 

MM patients. 

In addition, the studies realized in vitro confirmed an important production of NO by myeloma cell line (RPMI 

8226), which was also noticed in the case of the co-culture of myeloma cell line (RPMI 8226 ) with the  

osteoblast (MG63).  

This work has elucidated the role of NO in MM cancer and its effect on some manifestations of the disease, 

including MBD.  

Key words : inflammation , nitric oxide (NO) , multiple myeloma (MM)  , myeloma microenvironment , (MPC) 

myeloma plasma cells meyeloma bone deseases MBD.  Myeloma prognostic marker,  bone remodling marker 

,INOS inhibitor, osteoblast.  
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Résumé : 

Le monoxyde d’azote  (NO) est un marqueur inflammatoire qui est largement associé au développement du 

cancer. Le myélome multiple (MM) ou maladie de Kahler, est une hémopathie maligne, caractérisée par la 

prolifération au niveau de la moelle osseuse de plasmocytes tumoraux sécrétant le plus souvent une 

immunoglobuline monoclonale. Cette prolifération  crée un microenvironnement tumoral  favorable à la 

communication entre les plasmocytes malins (MPC)  et différents types cellulaires en utilisant des médiateurs 

pro-inflammatoires. Les maladies osseuses associées au MM (MBD) et la sécrétion d’immunoglobuline 

monoclonale sont les aspects les plus visibles au cours de MM. 

Ce travail vise à étudier le rôle de monoxyde d’azote en tant que médiateur inflammatoire dans la progression de 

MM et son effet sur le développement des (MBD). Nous avons évalué la concentration de NO plasmatique chez 

des  patients atteints de MM (dans un échantillon de population de l’Est Algérien) et étudié la corrélation  de la 

concentration de NO avec l’évolution des marqueurs de pronostic, le développement du système immunitaire  et 

l’évolution des certains marqueurs de remodelage osseux chez ces patients. Nous avons également mené une 

étude in vitro pour évaluer la production de NO par le microenvironnement de MM en proposant la co-culture 

des MPCs (les lignées cellulaires RPMI 8226) avec des ostéoblastes (lignées cellulaires MG63) 

Les résultats ont montré une augmentation significative de la concentration de NO dans le plasma chez les 

patients atteints de  MM comparativement au plasma des contrôles positifs et négatifs (p> 0,01). Ainsi, le profil 

de concentration de NO a permis de révéler une légère relation avec certains marqueurs pronostiques de MM. 

une corrélation négative  a été  également remarquée entre la concentration de NO  et  le niveau de certains 

éléments immunitaires incluant  le taux des monocytes (p> 0,01) et le taux des granulocytes (p> 0,01) .En outre, 

l’étude a révélé une relation étroite entre la concentration de NO et la concentration de certains marqueurs 

biochimique de remodelage osseux  chez les patients  MM. 

Les résultats réalisés in vitro ont confirmé une importante production de NO par les cellules  RPMI 8226  ce qui 

a été  remarqué également dans le cas de la co-culture des RPMI 8226 avec les MG63. Une corrélation positive 

entre la concentration de NO et la viabilité des RPMI 8226 a été confirmée. 

Ce travail a permis d’élucider le rôle du NO dans la progression de cancer du MM et son effet sur  le 

dysfonctionnement immunitaire et certaines manifestations associées à la maladie, y compris les MBD.  

Mots clés : inflammation, monoxyde d'azote (NO), myélome multiple (MM), le microenvironnement de MM, 

myeloma plasma cells (MPC). Les maladies osseuses associées au MM (MBD). Marqueur pronostique de MM, 

marqueur de remodelage osseux, ostéoblaste. 
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