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Table 1 : Classification morphologique des LAM par le groupe coopératif Franco-

Américain-Britannique,1976. (D’après Bennett et al2)

FAB Intitulé Fréquence (%)

M0 LAM avec différenciation minime 2%

M1 LAM sans maturation 20%

M2 LAM avec maturation 30%

M3 LA promyélocytaire 10%

M4 Leucémie myélomonocytaire aiguë 15%

M5 LA monoblastique 15%

M6 érythroleucémie 5%

M7 LA mégacaryocytaire 2%

AML avec anomalies cytogénétiques

récurrentes

LAM avec t(8;21) (q22;q22) ; RUNX1 - RUNX1T1

LA promyélocytaire avec PML - RARA

LAM avec inv(16) (p13.1q22) ou t(16 ;16) (p13.1q22) ; CBFB - MYH11

LAM avec t(9;11) (p22;q23) ; MLLT3 - KMT2A (MLL)

LAM avec t(6;9) (p23;q34) ; DEK - NUP214

LAM avec inv(3) (q21q26.2) ou t(3;3) (q21;q26.2) ; GATA2, MECOM

LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22) (p13;q13) ; RBM15 - MKL1

LAM avec mutation NPM1

LAM avec mutation bi allélique CEBPA

Entités provisoires : LAM avec BCR-ABL1

Entités provisoires : LAM avec mutation RUNX1 

LAM avec anomalies associées aux 

myélodysplasies

Soit faisant suite à un syndrome myélodysplasique ou un syndrome 

myéloprolifératif/dysplasique

Soit avec anomalie(s) cytogénétique(s) de syndrome myélodysplasique

Néoplasies myéloïdes post-

chimiothérapie

LAM sans autres spécifications par 

ailleurs

LA Myéloblastique avec différenciation minime

LA Myéloblastique sans maturation

LA Myéloblastique avec maturation

LA myélomonocytaire

LA monoblastique / monocytaire

LA érythroïde pure 

LA mégacaryoblastique

LA Myéloblastique à composante basophile

LA avec myélofibrose (panmyélose aiguë)

Sarcome granulocytaire

Prolifération myéloïde associée à la 

Trisomie 21 constitutionnelle

Table 2 : Classification 2016 de l’Organisation Mondiale de la Santé des leucémies aiguës 

myéloïdes (D’après Arber et al3)
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I. Introduction  

L’incidence mondiale des cancers ne cesse d’augmenter, avec près de 14 millions de 

nouveaux cas en 2012, dont 355 000 en France. Durant cette même année, les cancers sont 

également responsables de 8 millions de décès dans le monde, dont 148 000 en France1. Les 

cancers sont donc aujourd’hui un véritable enjeu de santé publique. A la différence des tumeurs 

solides, les formes de cancer les plus fréquentes qui peuvent se développer dans n’importe quel 

tissu, les hémopathies représentent 10% des cancers diagnostiqués en France et sont une 

spécialité à part entière en oncologie. Dans le cadre de cette étude, nous traiterons des leucémies 

aigues myéloïdes (LAM), la première hémopathie aiguë de l’adulte avec près de 3000 nouveaux 

cas par an en France1.    

1. Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) 

Les LAM regroupent un ensemble hétérogène d’hémopathies, toutes définies par la 

prolifération maligne de progéniteurs des cellules sanguines, présentant un blocage de 

maturation, c’est-à-dire ayant perdu leur capacité de différenciation. L’accumulation dans la 

moelle osseuse de ces blastes leucémiques affecte la production physiologique des éléments 

figurés du sang. L’hématopoïèse n’étant plus efficace, des cytopénies parfois profondes 

apparaissent, comme par exemple thrombopénie, neutropénie et/ou anémie. La 

symptomatologie en lien avec ces cytopénies peut être plus ou moins marquée : syndrome 

hémorragique, infectieux ou anémique, amenant le patient à consulter et effectuer un bilan 

biologique. L’anémie et la thrombopénie sont fréquemment retrouvées mais le nombre de 

leucocytes varie quant à lui : de la leucopénie franche avec neutropénie à l’hyperleucocytose 

majeure avec blastes circulants.  

Le diagnostic de LAM repose sur l’examen cyto-morphologique de la moelle osseuse et du 

sang, ainsi que la numération des blastes (supérieur à 20%) dans la moelle osseuse. L’analyse 

morphologique des blastes a donné lieu à une première classification en 19762 en 7 catégories 

de LAM [Table 1].  

Plus récemment, cette analyse a été complétée par l’étude de marqueurs immunophénotypiques, 

et surtout de la génétique, pour former la classification de l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) des néoplasies myéloïdes et leucémies aigues3. Revue en 2016, cette classification 
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illustre bien la complexité et l’hétérogénéité des hémopathies regroupées dans l’appellation 

leucémie aiguë myéloïde [Table 2]. 

2. Stratification pronostique des LAM 

Il a été largement démontré que l’âge des patients au diagnostic de LAM est un facteur 

pronostic indépendant, avec une moins bonne survie pour les patients les plus âgés. Ainsi 

d’après les données de l’Institut national du cancer aux Etats-Unis4 recueillies entre 2000 et 

2007, la survie à 5 ans chute de 53,9% pour les moins de 45 ans à 5,2% pour les plus de 65 ans 

(Figure 1A). Les données statistiques des années antérieures, remontant jusqu’à 1975, montre 

que les progrès médicaux, ont permis d’améliorer la survie à 5 ans de tous les patients 

confondus de 6,2% en 1975 à plus de 23% au début du 21e siècle (Figure 1B). Un plus grand 

nombre de patients atteignent donc la rémission complète, mais en conséquence un plus grand 

nombre vont également rechuter. C’est pourquoi il est nécessaire de trouver des outils 

performants pour évaluer le risque de rechute chez les patients. Le développement de la 

génétique puis des techniques de biologie moléculaire ont permis d’identifier des anomalies 

corrélées à la survie des patients.  

 

Initialement les analyses cytogénétiques ont permis de stratifier les patients en 3 groupes : 

Favorable, Intermédiaire et Défavorable, en fonction des anomalies cytogénétiques acquises, 

dépistées au diagnostic. La biologie moléculaire a permis d’affiner cette classification avec la 

recherche de mutation sur les gènes CEBPα, NPM1, FLT3, et plus récemment des gènes 

ASXL1, RUNX et TP53 pour les patients du groupe intermédiaire. Lorsque les patients 

présentent une mutation NPM1 ou CEBPα bi-allélique en l’absence de mutation FLT3-ITDhigh 

ils sont reclassés dans le groupe favorable. Ceux ayant une mutation FLT3-ITDhigh quel que soit 

leur statut NPM1 et CEBPα sont maintenus dans le groupe intermédiaire. Des mutations portant 

sur ASXL1, RUNX ou TP53 entrainent le reclassement de ces patients du groupe de pronostic 

intermédiaire dans celui de mauvais pronostic [Table 3]. Récemment revue par l’European 

Leukemia Network (ELN)5 et illustrée en Figure 2, cette stratification permet ensuite d’orienter 

la prise en charge des patients. 



Figure 2 :  Courbe de survie des patients atteints de LAM selon la stratification pronostique de 

l’ELN présentée en Table 3 (Chretien et al39)

Table 3 : Stratification pronostique selon l’European Leukemia Network  (D’après Döhner et al5)

Catégorie de risque Anomalies génétiques

Favorable

t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

Muation NPM1 sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITDlow

Mutation bi-allélique CEBPA

Intermédiaire

Mutation NPM1 et FLT3-ITDhigh

NPM1 non muté sans FLT3-ITD ou avec FLT3-ITDlow (sans 

anomalies génétiques défavorables) 

t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

Anomalies cytogénétiques noon classées en favorable ou défavorable. 

Défavorable

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 

t(v;11q23.3); réarrangement KMT2A 

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 

inv(3)(q21.3q26.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2,MECOM(EVI1) 

25 ou del(5q); 27; 217/abn(17p)

Complex karyotype, monosomal karyotype

NPM1 non muté et FLT3-ITDhigh

Mutation RUNX1

Mutation ASXL1

Mutation TP53

Temps depuis le diagnostic (mois)
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3. Traitements des LAM 

Les patients sont traités par chimiothérapie, avec une première phase d’induction très 

agressive qui vise à obtenir une rémission complète (RC) rapidement. Cette phase, selon un 

schéma « 3+7 », consiste à administrer une anthracycline pendant 3 jours et de la cytarabine 

pendant 7 jours continus6. Si les patients ne peuvent pas être traités intensivement, des 

alternatives sont proposées [Table 4]. La seconde phase du traitement, composée de cytarabine 

à dose intermédiaire (IDAC) est une phase de consolidation pour assurer une rémission 

prolongée. Durant cette phase, les patients de mauvais pronostic sont considérés comme à haut 

risque de rechute, c’est pourquoi l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) est 

recommandée dès l’obtention de la rémission complète. Cependant cette thérapeutique ne peut 

être proposée à tous les patients car les patients âgés ou ayant des comorbidités ne sont pas 

éligibles à la greffe. La greffe est par ailleurs conditionnée par l’existence d’un donneur 

compatible, et le conditionnement du patient pour recevoir le greffon a une toxicité importante, 

avec environ 30% de décès post-greffe liés au traitement en lui-même7. Concernant les patients 

de pronostic intermédiaire, il a été montré une hétérogénéité importante au sein du groupe ; en 

effet certains d’entre eux vont rechuter rapidement alors que d’autres maintiendront une 

rémission complète plus prolongée. C’est pourquoi la prise en charge thérapeutique de ces 

patients n’est pas encore consensuelle. Pour les patients de bon pronostic, la greffe n’apporte 

pas de bénéfice en termes de survie, la chimiothérapie est suffisante pour induire une rémission 

complète prolongée.  

L’indication de greffe est donc clairement établie pour les patients de mauvais pronostic, 

et clairement écartée pour ceux de bon pronostic, mais reste discutable pour ceux se situant 

dans le groupe de pronostic intermédiaire, qui représentent près de 50% des patients atteints de 

LAM. C’est pourquoi, une meilleure évaluation du risque de rechute chez ces patients, et donc 

d’un bénéfice potentiel de l’allogreffe de CSH, est nécessaire.  

4. Stratification pronostique des tumeurs solides 

La stratification pronostique des patients est aussi une issue majeure dans de nombreux 

cancers. La classification internationale TNM est la plus utilisée dans les tumeurs solides8. Elle 

permet d’apprécier la taille de la tumeur (T), l’envahissement ganglionnaire (N) et les 

métastases (M). Ces éléments, bien que très importants pour la prise en charge du patient, ne 

prennent pas en compte un certain nombre de paramètres, comme le micro-environnement 



Table 4 : Stratégie de prise en charge des patients atteints de LAM selon les recommandations de 

l’European Leukemia Network  (D’après Döhner et al5)

Refaire le tableau à partir du word

Patients éligibles à la chimiothérapie intensive

Thérapie d’induction (tout âges) 3 jours d’anthracycline IV : daunorubicine ; idarubicine ; 

ou mitoxantrone, et 7 jours d’IV continue de cytarabine.

Thérapie de consolidation pour les patients jeunes (18-60/65 ans)

• anomalies génétiques favorables 2-4 cycles de cytabarine à dose intermédiaire (IDAC)

• anomalies génétiques intermédiaires Greffe allogénique de cellules souches hématopoïétiques

(CSH)

2-4 cycles d’ IDAC 

Thérapie forte dose et autogreffe de CSH

• anomalies génétiques défavorables Greffe allogénique de cellules souches

hématopoïétiques (CSH)

Thérapie de consolidation pour les patients âgés ( > 60/65 ans)

• anomalies génétiques favorables 2-3 cycles d’IDAC

• anomalies génétiques 

intermédiaires et défavorables

Efficacité non établie de la thérapie de consolidation 

intensive ; considérer la greffe allogénique de CSH chez 

les patients ayant de faibles comorbidités, ou proposer 

études cliniques expérimentales.

Patients non candidats à la chimiothérapie intensive

Azacitidine, ou Décitabine, ou cytarabine faible dose, hydroxyurée, soins de support

Patients non répondeurs au premier cycle d’induction ou en rechute, 

éligibles à la chimiothérapie invensive.

IDAC Cytarabine à dose intermédiaire avec ou sans 

idarubicine, daunorubicine, mitoxantrone.

FLAG-IDA Fludarabine, Cytarabine, Idarubicine, et G-CSF.

MEC Mitoxantrone Etoposide Cytarabine

Greffe allogénique de CSH à considérer pour les patients réfractaires primaines, ou 

en deuxième rémission complète.
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tumoral. Dans ce micro-environnement, sont présentes des cellules immunitaires dont les 

interactions extrêmement complexes avec les cellules tumorales semblent jouer un rôle majeur 

dans le processus tumoral.  Afin d’empêcher leur destruction par les cellules immunes, les 

cellules tumorales induisent une immunosuppression en exprimant des signaux inhibiteurs qui 

rendent notamment les lymphocytes cytotoxiques dysfonctionnels9. Ainsi pour améliorer la 

stratification des patients atteints de cancer colorectal, J. Galon et al  ont proposé le concept 

d’Immunoscore10. En caractérisant les populations immunes infiltrant les tumeurs dans une 

large cohorte de patients atteints de cancer colorectal, Galon et al ont montré qu’une faible 

réponse immunitaire in situ est associée à un moins bon pronostic. Ce concept est également en 

cours de développement dans d’autres cancers comme le mélanome11 et le cancer du poumon 

non à petites cellules12.  

En 2015, Gentles et al13 publiaient une méta-analyse s’intéressant aux signatures 

transcriptomiques d’un très large panel de tumeurs et d’hémopathies, et notamment aux 

leucocytes présents dans les tumeurs. Ils ont pu identifier des associations complexes entre 22 

sous-populations immunes retrouvées dans les tumeurs et la survie. De manière intéressante, la 

présence de certaines populations est corrélée avec un gain de survie, mais d’autres semblent 

avoir un rôle défavorable et sont associées à une moins bonne survie. 

5. Immunité et Cancer 

Durant les dernières décennies, les connaissances à propos de la biologie du cancer ont été 

révolutionnées. Les cellules tumorales développent des caractéristiques particulières, décrites 

notamment par Hanahan et al14 en 2011, en faveur de leur survie, de leur prolifération et de leur 

dissémination, mais aussi d’échappement au système immunitaire (Figure 3). Cette dernière 

caractéristique a été plus largement décrite avec la théorie des « 3 E » (Figure 4). L’immuno-

editing15 est un processus dynamique pouvant être décomposé en trois phases : l’élimination, 

l’équilibre et l’échappement. Durant la phase d’élimination, les cellules de l’immunité innée et 

adaptative agissent en synergie pour détruire les cellules transformées. L’élimination est ainsi 

un processus continu empêchant le développement de cancer. Néanmoins, de rares clones 

peuvent échapper à l’élimination et entrent alors en phase d’équilibre. Lors de cette phase, les 

interactions entre cellules immunes et cellules tumorales en dormance induisent une 

modification de l’immunogénicité des cellules tumorales. La pression de sélection finit par 

promouvoir l’émergence de clones tumoraux ayant acquis des mutations leur permettant 



Figure 3  : Caractéristiques du cancer 

(Hanahan et al14)

Figure 4 : L’immuno-editing. 

Principe de l’immuno-editing, décomposée en 3 étapes d’élimination, équilibre et échappement. 

(Schreiber et al15)
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d’échapper à l’immunosurveillance. Devenus insensibles aux effecteurs immuns, ces clones 

peuvent alors induire un état d’immunosuppression au sein du microenvironnement tumoral. 

C’est la phase d’échappement, avec une forte progression tumorale. Elle correspond à 

l’apparition clinique de la maladie. 

Différentes populations immunes sont impliquées dans l’immuno-editing. La phase 

d’élimination met en jeu l’immunité innée, avec les lymphocytes Natural Killers (NK), et 

l’immunité adaptative, avec les lymphocytes T cytotoxiques, mais aussi les lymphocytes T γδ, 

qui sont à l’interface entre ces deux types d’immunité. Les lymphocytes T, avec la sécrétion 

d’Interleukine 12 et d’interféron gamma semblent être les acteurs majeurs de la phase 

d’équilibre. Finalement, la phase d’échappement aboutit au recrutement de certaines 

populations immunosuppressives, comme les lymphocytes T régulateurs (T reg) ou les cellules 

myéloïdes suppressives (MDSC)16 (Figure 5). 

6. Intérêt des biomarqueurs immuns dans les LAM  

Le principe de l’immunoscore développé par Galon et al10 pour les tumeurs solides n’existe 

pas encore pour les LAM. Néanmoins, l’efficacité de l’allogreffe de CSH dans les LAM, avec 

notamment la recherche d’un effet « graft versus leukemia »17, c’est à dire une lyse des cellules 

leucémiques par les cellules immunes du donneur démontre qu’il s’agit bien d’un cancer 

« immunosensible ». L’allogreffe reste tout de même un traitement de dernier recours, où le 

système immunitaire du malade est complètement remplacé par celui d’un donneur sain. 

L’efficacité de cette thérapeutique pour les patients de mauvais pronostic suggère donc que ces 

patients ont des altérations immunes plus importantes que les patients de bon pronostic, pour 

lesquels l’allogreffe n’apporte justement pas d’efficacité supplémentaire à celle de la 

chimiothérapie.  

 

Plusieurs approches sont possibles pour étudier ces altérations immunes. Classiquement, 

l’étude phénotypique au cas par cas des populations immunes a permis d’identifier des 

marqueurs d’intérêt permettant de discriminer les patients de bon et de mauvais pronostics, qui 

seront discutés dans la première partie de cette étude.  

Plus récemment, l’avènement de la cytométrie de masse multiparamétrique, que nous 

aborderons dans une seconde partie, a transformé la recherche de biomarqueurs immuns. En 

partant d’un unique échantillon de cellules mononuclées du sang périphérique, il est maintenant 



Figure 5 : Les différentes populations de l’immunité innée et adaptative. 
(Adaptée d’après Dranoff et al16)
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possible d’observer simultanément près de 40 marqueurs différents18. Le jeu de données 

considérable ainsi généré permet d’établir une cartographie très précise des cellules immunes 

des patients, mais également d’en extraire des signatures immunologiques pronostiques, en 

mettant ces données en regard de l’évolution clinique des patients. 
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II. Recherche translationnelle de biomarqueurs immuns 

pronostiques par l’étude des lymphocytes Natural Killer. 

A l’interface entre immunité innée et immunité adaptative, les lymphocytes Natural Killer 

(NK) sont des acteurs privilégiés de la surveillance immune face aux infections et aux cancers. 

L’étude approfondie de cette population immunitaire depuis plus de 40 ans, dans le contexte 

tumoral notamment, a permis d’identifier des éléments clés de l’immunosurveillance qui ont 

récemment abouti au développement de biomarqueurs pronostiques dans les LAM, utilisables 

en pratique clinique.  

1. Les lymphocytes Natural Killer (NK) 

Les cellules NK sont de grands lymphocytes granuleux qui représentent environ 10% des 

lymphocytes totaux circulant, et qui sont également présents dans les organes lymphoïdes 

secondaires, dans les tissus périphériques sains comme le foie, les poumons, l’utérus, mais aussi 

les tissus tumoraux. Ils sont classés parmi les lymphocytes en raison de leur ressemblance 

morphologique avec les lymphocytes cytotoxiques, de l’expression de marqueurs lymphoïdes, 

et de leur origine commune avec les lymphocytes T, grâce à un progéniteur lymphoïde commun 

(CLP). Néanmoins, les NK ont été récemment regroupés au sein des « cellules lymphoïdes 

innées » (Innate Lymphoid cells ou ILCs), des effecteurs principalement tissulaires de 

l’immunité innée. 

2. Maturation des lymphocytes NK 

Les lymphocytes NK se définissent phénotypiquement par l’absence d’expression du CD3 

et par l’expression du CD56 (CD3- CD56+). Les lymphocytes NK exprimant fortement le CD56 

(CD56bright) sont les plus immatures, ils ont un relativement faible pouvoir cytotoxique mais 

une forte capacité sécrétrice de cytokines suite à une stimulation. La maturation NK est corrélée 

à une diminution d’expression du CD56, ce qui aboutit à la population circulante majoritaire 

des NK CD56dim. Au cours de la maturation, les lymphocytes NK perdent leur capacité 

sécrétrice et proliférative au profit du développement de leurs fonctions cytotoxiques, en étant 

activés par des cytokines, et éduqués pour reconnaitre les cellules cibles. Cette éducation passe 

par l’acquisition de récepteurs permettant la reconnaissance des cellules du soi, comme par 



Figure 6 : Mécanismes d’activation des lymphocytes NK (adaptée d’après Vivier et al20 et

Morvan et al21) (a) La balance de signaux délivrés par les récepteurs activateurs et inhibiteurs

régule la reconnaissance des cellules saines par les NK. (b) Les cellules tumorales qui sous-

expriment le complexe majeur d’histocompatibilité CMH de classe I sont détectées comme « non

soi » et lysées par les NK. (c) Les cellules tumorales peuvent surexprimer des ligands induits par le

stress, qui sont reconnus par les récepteurs activateurs NK, et qui surpassent les signaux inhibiteurs,

entrainant la lyse de la cellule cible. (d) Les anticorps dirigés contre des antigènes tumoraux se lient

au NK par le CD16 et entraine une cytotoxicité NK dépendante des anticorps (ADCC)
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exemple les récepteurs KIR qui reconnaissent les molécules HLA, pour empêcher une auto-

réactivité. La maturation terminale des lymphocytes NK s’accompagne de l’expression du 

marqueur CD5719.  

3. Activation des lymphocytes NK 

L’engagement des fonctions des lymphocytes NK est la conséquence d’un déséquilibre 

entre signaux activateurs et inhibiteurs. Dans des conditions physiologiques, les lymphocytes 

NK reconnaissent les molécules HLA par leurs récepteurs inhibiteurs KIR, ce qui empêche la 

lyse de la cellule cible. Dans des conditions pathologiques (stress, infection, transformation) la 

cellule cible peut sous-exprimer le HLA, ou encore sur-exprimer des ligands activateurs, 

entrainant une diminution des signaux inhibiteurs relativement aux signaux activateurs reçus 

par le lymphocyte NK. L’activation du lymphocyte NK se traduit alors par la dégranulation de 

granules intracytoplasmiques contenant essentiellement de la perforine et du granzyme, qui 

lysent la cellule cible, ainsi que la sécrétion d’IFNγ pour recruter et activer d’autres cellules 

immunes20. Une autre forme de cytotoxicité, dépendante des anticorps fixés à des antigènes sur 

la cellule cible et mettant en jeu le récepteur CD16 sur le lymphocyte NK qui reconnait la partie 

constante Fc de l’anticorps est également possible21 (Figure 6). 

4. Les récepteurs NK 

Une grande variété de molécules sont exprimées à la surface des lymphocytes NK, régulant 

étroitement leurs fonctions. Ces molécules peuvent être regroupées en quatre principales 

catégories : les récepteurs activateurs, les récepteurs inhibiteurs, les molécules d’adhésion, et 

les récepteurs aux cytokines et chimiokines. Les lymphocytes NK sont régulés négativement 

par les récepteurs inhibiteurs comme les KIR et NKG2A/CD94 qui reconnaissent les molécules 

du HLA22, et positivement par les récepteurs activateurs et les récepteurs aux cytokines. Les 

récepteurs aux cytokines sont très impliqués dans la maturation des cellules NK. Leur activation 

permet de stimuler la prolifération des NK, mais aussi leurs fonctions cytotoxiques et sécrétrices 

d’autres cytokines comme l’IFNγ. Par exemple, on retrouve un ensemble de récepteurs couplés 

à la chaine commune gamma (γc) comme le récepteur à l’IL-2 (IL-2R), à l’IL-15 (IL-15R), à 

l’IL-21 (IL-21R) ou encore d’autres familles de récepteurs comme l’IL-1R ou l’IL-12R.  



Figure 7 : Représentation des trois NCR NKp30, NK44 et NKp46

NKp30 et NKp44 possèdent un seul domaine extramembranaire Ig like, contrairement à NKp46

qui en a deux. NKp30 et NKP46 possèdent de longs domaines intra-cellulaires, composés de

motifs ITAM. (Kruse et al26).
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De nombreux récepteurs activateurs exprimés par les lymphocytes NK ont été décrits, 

comme DNAM-1, NKG2D, CD16, ou encore certains récepteurs KIR activateurs. Néanmoins, 

dans le contexte d’immuno-oncologie, nous nous intéresserons par la suite plus 

particulièrement aux « natural cytotoxicity receptors » (NCR), des récepteurs activateurs NK. 

Les NCR sont des récepteurs membranaires appartenant à la superfamille des 

Immunoglobulines, associés à des protéines adaptatrices pour transduire le signal 

intracellulaire. Trois principaux récepteurs ont été identifiés dans cette famille : NKp46 (NCR1 

ou CD335), NKp44 (NCR2 ou CD336) et NKp30 (NCR3 ou CD337).  

5. Les Natural Cytotoxicity Receptor (NCR) 

a. Découverte des NCR 

L’équipe du Dr Moretta à l’Université de Gênes en Italie a successivement mis en évidence 

les trois NCR. NKp46 est le premier NCR découvert, en 1997. Dans une étude de criblage 

d’anticorps monoclonaux conçus dans un modèle murin, pour induire une cytotoxicité NK, l’un 

d’entre eux, BAB281, permet d’identifier un nouveau marqueur de surface de 46kD, spécifique 

des NK, qui sera donc dénommé NKp4623. Sur le même principe, un autre récepteur 

membranaire de 30kD est découvert deux ans plus tard et nommé NKp30 24. NKp44 a été 

identifié en 1998 sur des lymphocytes NK en culture, supplémentée en IL-225.  

Les NCR ont été initialement regroupés en raison de leur rôle activateur dans la cytotoxicité 

NK. Néanmoins NKp46 est codé par un gène sur le chromosome 19 inclus dans le complexe 

des récepteurs leucocytaires où l’on retrouve également les gènes codant pour les récepteurs 

KIR ; alors que NKp30 et NKp44 sont codés par des gènes du CMH de classe III portés par le 

chromosome 6. Au niveau protéique, les trois NCR diffèrent par leur séquence en acides 

aminés, leur structure, et leurs protéines adaptatrices intracytoplasmiques (Figure 7). 

b. Ligands des NCR 

Les premiers ligands identifiés des NCR sont d’origine virale. La glycoprotéine 

hémagglutinine-neuraminidase (HN) du virus Sendaï et de la maladie de Newcastle, mais aussi 

l’hémagglutinine (HA) exprimée à la surface des cellules infectées par le virus de la grippe, 

sont reconnus par NKp44 et NKp46, mais pas par NKp30 qui reconnait quant à lui la protéine 

pp65 du cytomégalovirus humain. D’autres ligands bactériens ou dérivés de parasite ont été 

décrits, comme par exemple le BCG (Mycobacterium bovis) reconnu par NKp44, ou encore la 
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protéine P1 exprimée à la surface des érythrocytes infectés par Plasmodium falciparum, qui est 

reconnue par NKp30 et dans une moindre mesure par NKp4626.  

Contrairement aux ligands d’origine infectieuse, les ligands tumoraux des NCR restent 

encore mal connus, bien que la découverte des NCR à la fin des années 1990 repose sur leur 

capacité à tuer des cellules cibles tumorales. Concernant NKp30, deux ligands tumoraux ont 

été décrits, BAT3 (HLA-B associated transcript 3) également appelé BAG6 (Bcl-2 associated 

athanogene 6), et B7H6. Localisé dans le noyau des cellules tumorales, BAT3 semble impliqué 

dans la réponse médiée par p53, au stress cellulaire, aux dommages de l’ADN, et dans 

l’apoptose. B7H6 est le seul ligand exprimé à la surface des cellules tumorales reconnu par 

NKp30 décrit à ce jour. Ce ligand est également retrouvé sur les monocytes inflammatoires et 

les polynucléaires neutrophiles activés par les Toll Like Receptor (TLR) ou encore stimulés par 

des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα. En dehors de conditions inflammatoires, 

comme le sepsis, B7H6 n’est pas exprimé par les tissus sains27.  

NKp44 reconnait l’antigène PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), un ligand 

intracellulaire surexprimé par les cellules tumorales et qui a étonnamment un effet inhibiteur. 

Physiologiquement, PCNA serait impliqué au cours de la grossesse pour maintenir un état de 

tolérance immune au niveau de l’utérus vis-à-vis du fœtus, mais ce mécanisme est également 

adopté par les cellules tumorales, qui en surexprimant ce marqueur visent à échapper à la lyse 

par les cellules NK28. Un autre ligand de NKp44, appelé NKp44-L qui correspond partiellement 

à la séquence de la protéine MLL5 (Mixed-Lineage Leukemia) a été identifié sur un large panel 

de cellules tumorales. Le blocage de ce ligand par un anticorps inhibiteur entraine une forte 

diminution de la cytotoxicité de lymphocytes NK stimulés in vitro par de l’IL-2, et illustre ainsi 

l’importance de cette interaction dans la clairance tumorale29.  

Bien que l’implication directe de NKp46 dans l’éradication de cellules tumorales soit 

prouvée, les ligands tumoraux de ce récepteur activateur restent à ce jour indéterminés.  

c. NCR et évolution des espèces 

De manière étonnante, les marqueurs NKp30 et NKp44 ne sont pas exprimés chez la souris, 

alors que Nkp46 est un gène très conservé chez les mammifères placentaires comme les 

rongeurs (souris et rats), les ovins, les bovins, les primates (macaques Rhésus et chimpanzés). 

Quelques modèles de souris transgéniques ont été développées, visant à mieux comprendre le 

rôle des NK et de NKp46, notamment dans le sepsis, mais ces modèles n’ont pas encore été 

testés dans le domaine de l’oncologie30,31.  



Figure 8 : Lymphocytes cytotoxiques et développement de cancer.

Incidence cumulative des taux de cancer en fonction de l’activité cytotoxique des lymphocytes du

sang périphérique pour les hommes (A) et les femmes (B) (Imai et al32)

A B 
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6. Surveillance antitumorale par les lymphocytes NK   

En 2000, Imai et al32 publiaient les résultats d’une étude prospective de 11 ans auprès de 

3625 adultes japonais sains évaluant l’incidence de cancers en regard des fonctions 

cytotoxiques de leurs lymphocytes. Les volontaires ont été classés en trois catégories en 

fonction de l’activité cytotoxique de leurs lymphocytes du sang périphérique à l’inclusion, puis 

suivi pendant 11 ans. Après une analyse multivariée prenant en compte les variables 

confondantes (âge, consommation d’alcool, de tabac, de légumes verts) il apparaît que les sujets 

appartenant au groupe dont l’activité cytotoxique est la plus faible développèrent plus de 

cancers que les autres (Figure 8). Avoir des fonctions cytotoxiques moyennes ou fortes serait 

donc associé avec un risque réduit de développer un cancer32.   

 

L’immunosurveillance par les lymphocytes NK en oncologie est un projet de recherche 

important au Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM), grâce à des 

collaborations privilégiées entre l’Institut Paoli Calmettes (IPC), centre de lutte contre le cancer 

à Marseille et l’équipe Immunité et Cancer (Pr D. Olive) ainsi que la plateforme 

d’Immunomonitoring du CRCM. Ainsi, l’étude des lymphocytes NK de patientes atteintes de 

cancer du sein, a montré des altérations phénotypiques nettes en faveur de la progression 

tumorale: une augmentation d’expression des récepteurs inhibiteurs, une diminution 

d’expression des récepteurs activateurs et des défauts fonctionnels induits par le micro-

environnement33 . Des résultats semblables sont également retrouvés dans les cancers de la 

prostate, démontrant un échappement des cellules cancéreuses à l’immunité antitumorale 

médiée par les NK 34,35. 

7. Altération de l’expression des NCR dans les LAM 

Depuis 2002, l’étude des lymphocytes NK de plusieurs cohortes successives de patients 

atteints de LAM a mis en évidence des altérations immunes profondes, à la fois phénotypiques 

et fonctionnelles. Mises en regard des données cliniques, elles ont permis de développer 

récemment des biomarqueurs immuns pronostiques. 

a. Etude princeps en 2002 

En 2002, Costello et al36 présentaient leurs résultats sur l’étude phénotypique et 

fonctionnelle des lymphocytes NK de 18 patients atteints de LAM à l’IPC. Après expansion in 
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vitro des NK supplémentés en IL-2, ils ont montré que 16 patients présentaient un phénotype 

NCRdull avec une faible expression de NKp46, NKp30 et NKp44, comparé aux volontaires 

sains, tous NCRbright, ainsi que 2 patients également NCRbright. Le faible échantillonnage de 

volontaires sains (< 20 donneurs) n’a pas permis de mettre en évidence des phénotypes NCRdull, 

mais il est décrit dans la littérature qu’un faible pourcentage des volontaires sains exprime peu 

les NCR37. Néanmoins il apparaît clairement que les patients atteints de LAM présentant un 

phénotype NCRdull sont bien plus fréquents que les volontaires sains.  

Dès 1999, la corrélation entre l’expression des NCR et la cytotoxicité des NK avait été 

établie37. Elle est également confirmée sur les 18 patients testés par Costello et al36. Deux types 

de cellules cibles ont été testées, une lignée cellulaire de mastocytome murin P815 et les blastes 

autologues des patients, marqués préalablement au 51Cr. Les NK provenant des 16 patients 

ayant un phénotype NCRdull se révèlent peu cytotoxiques contre la lignée P815. A l’inverse les 

NK de deux patients ayant un phénotype NCRbright présentent une activité cytotoxique forte, 

comparable à celle des volontaires sains NCRbright contre P815. Lorsque les cellules cibles sont 

des blastes autologues, la cytotoxicité des NK des 18 patients est altérée, même pour ceux étant 

NCRbright. Concernant les 16 patients ayant des NK NCRdull, un anticorps anti CMH de classe I 

permet de masquer l’expression du CMH classe I sur le blaste leucémique et d’améliorer la 

cytotoxicité. De plus un anticorps activateur anti-NKp46 reste sans effet sur la cytotoxicité des 

NK NCRdull. A l’inverse les NK NCRbright ne sont pas plus cytotoxiques lorsque les blastes sont 

traités avec un anti-CMH I mais gagnent en cytotoxicité en présence de l’anticorps activateur 

NKp46. Il semble donc que les blastes de ces deux patients aient développé des mécanismes 

d’échappement à la cytotoxicité NK différents de ceux des NK NCRdull. En outre les NK 

NCRbright des patients et des volontaires sains se sont révélés tout à fait capables de détruire les 

blastes leucémiques des patients ayant des NK NCRdull. D’après cette étude princeps sur un 

petit groupe de patients prélevés au diagnostic, il y a bien des altérations d’expression des NCR 

qui se traduisent par un défaut de cytotoxicité NK contre les blastes leucémiques.  

b. Cohorte prospective 2002-2005 

Afin de confirmer les résultats de Costello et al36, une étude prospective du phénotype NK 

de 71 autres patients atteints de LAM et suivis à l’IPC entre 2002 et 2005 a été effectuée38. Au 

diagnostic, le phénotype a été réalisé sur PBMC fraiches non cultivées, et a confirmé que les 

altérations d’expression de NKp30 et NKp46 existent avant toute stimulation in vitro. 

Néanmoins NKp44 n’étant exprimé qu’après stimulation, ce NCR n’était pas détectable ni chez 
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Figure 9 : Courbe de survie en fonction du phénotype des NCR au diagnostic.

Survie globale en fonction du phenotype NKp30 (NKp30bright/Nkp30dull) (A) et survie globale en

fonction du phénotype NKp46 (NKp46bright/Nkp46dull) (B). n correspond au nombre de patients dans

chaque branche. (Fauriat et al38)
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les volontaires sains ni chez les patients. Le phénotype NCRbright ou NCRdull a donc été établi 

en fonction de la densité d’expression de NKp30 et NKp46. Parmi les 71 patients, 47 

présentaient un phénotype NCRdull et 13 un phénotype NCRbright comme les 23 volontaires 

sains. 11 patients avaient un phénotype discordant entre la densité d’expression des deux NCR. 

La survie de ces 71 patients et de ceux présentés dans l’étude de Costello et al 36 a été analysée 

en fonction de leur phénotype Nkp30 ou NKp46 au diagnostic. L’analyse multivariée (modèle 

de Cox) a permis d’établir une association significative entre l’expression des NCR et la survie, 

indépendante de l’âge, du sexe, de la formule leucocytaire, de la rechute, et des anomalies 

cytogénétiques. Par ailleurs, les altérations des NCR ne sont pas non plus associées à un groupe 

particulier de la classification FAB des LAM présentée précédemment en Table1. La 

probabilité de survie à 5 ans des patients ayant un phénotype NKp30bright est de 60%, et chute à 

33% pour le phénotype NKp30dull (Figure 9A). Les patients ayant un phénotype NKp46bright ont 

une probabilité de survie à 5 ans de 72%, contre 28% seulement avec un phénotype NKp46dull 

(Figure 9B). Une faible expression des NCR au diagnostic est donc associée à une moins bonne 

survie des patients. 

La cohorte prospective a également permis d’explorer la cinétique du phénotype des NCR 

après le diagnostic. Par rapport au diagnostic, l’expression de NKp46 et NKp30 à la rémission 

complète est significativement augmentée de près de 75% et 65% respectivement. Ainsi on 

observe une restauration du phénotype des NCR à la rémission, qui est également confirmée 

par une restauration des fonctions cytotoxiques des NK des patients. Parmi les 71 patients, 6 

étaient réfractaires au traitement d’induction et n’ont pas atteint la rémission complète. Le faible 

nombre de patients limite l’interprétation des résultats, néanmoins 3 d’entre eux n’ont pas 

restauré leur phénotype NCR après échec d’induction, et deux autres ont présenté une 

amélioration très partielle, seulement sur l’un des deux NCR. 

La réversibilité du phénotype NCR est à nouveau démontrée au moment de la rechute. Les 

patients ayant rechuté présentent une diminution drastique de l’expression des NCR comparée 

à celle mesurée au moment de la rémission complète.  

Ainsi, au diagnostic, en échec d’induction, ou à la rechute, ce qui dans les trois cas signifie 

une prolifération blastique chez le patient, le phénotype NCR et les fonctions des lymphocytes 

NK sont altérés, mais cet état tend à se restaurer à la rémission complète qui est justement 

définie par l’absence de détection des blastes leucémiques. Fauriat et al38 ont alors analysé 

l’expression des NCR de NK matures de volontaires sains stimulés en IL-2, mis en co-culture 

avec des blastes leucémiques provenant de patients ayant un phénotype NCRdull. L’expression 



Figure 10 : Stratification pronostique des patients des cohortes GOELAMS et IPC selon l’ELN

et le statut NKp30.

Courbes de survie globale (A) et de survie sans rechute (C) des trois groupes pronostiques favorable,

intermédiaire et défavorable, selon l’ELN 2017. Courbes de survie globale (B) et de survie sans

rechute (D) des groupes favorable et défavorable selon l’ELN, avec une stratification du groupe

intermédiaire en deux sous-groupes selon le statut NKp30high ou NKp30low. (Chretien et al39)
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de NKp30 est significativement diminuée après 24h de co-culture, mais pas celle de NKp46. 

La même expérience avec des blastes provenant de patients ayant un phénotype NCRbright 

n’induit pas de diminution de l’expression des NCR sur des NK de volontaires sains. Comme 

souligné dans l’étude princeps de 2002, ces résultats indiquent qu’un des mécanismes 

d’échappement au système immunitaire pourraient être une induction du phénotype NCRdull par 

les blastes, mais il en existe probablement d’autres, notamment chez les patients n’ayant pas 

d’altération des NCR.  

En conclusion, cette étude montre pour la première fois que l’expression des NCR peut être 

un biomarqueur immun pronostique de survie dans les LAM, indépendamment de la 

stratification cytogénétique.  

c. Cohortes IPC 2007 – 2012 et GOELAMS  

Les résultats prometteurs publiés en 2007 par Fauriat et al38 ont continué d’être explorés, 

d’une part sur une cohorte prospective de 2007 à 2012 à l’IPC incluant 115 patients tous groupes 

pronostiques confondus, et d’autre part dans le cadre de l’essai clinique prospectif 

multicentrique randomisé LAM2006IR du Groupe Ouest Est d’Etude des Leucémies Aiguës et 

autres Maladies du Sang (GOELAMS), sur une cohorte de 86 patients, tous classés dans le 

groupe cytogénétique de pronostic intermédiaire39,40. Les patients des deux études avaient entre 

18 et 65 ans, et ont tous reçu une chimiothérapie d’induction conventionnelle selon le protocole 

3+7 décrit précédemment, associé ou non à du Gemtuzumab Ozogamcin dans le cadre de l’essai 

clinique de la cohorte GOELAMS. Les LAM promyélocytaires ont été exclues. L’expression 

de NKp30 et NKp46 a été analysée conjointement chez l’ensemble des patients des deux 

cohortes, néanmoins les résultats seront présentés séparément pour chacun des marqueurs.  

 

1. NKp30, un biomarqueur immun pronostique au diagnostic39 

Parmi les 201 patients des cohortes IPC et GOELAMS, 146 présentaient un phénotype 

NKp30high, et 55 un phénotype NKp30low, qui n’étaient pas expliqués par les facteurs que sont 

l’âge, le sexe, la cytogénétique ou encore le traitement par greffe allogénique de CSH chez 

certains patients.  

Le seuil d’expression de NKp30 permettant de classer les patients en NKp30bright et 

NKp30dull a été déterminé d’après les paramètres de dispersion de l’expression de NKp30 à 

partir de la cohorte IPC. De plus, le seuil retenu correspond à celui le plus discriminant 

statistiquement pour les analyses de survie. Dans le groupe pronostique intermédiaire, les 



Figure 11. Stratification des patients des cohortes GOELAMS et IPC selon le statut NKp46.

Courbe de survie sans progression (A), de survie globale (B) et d’incidence cumulative des rechutes

(C) en fonction du phenotype NKp30high (en rouge) et NKp30low (en bleu) au diagnostic des patients

des cohorts et IPC et GOELAMS. Survie sans progression des patients NKp30high (D) ou NKp30low

(E) en fonction du traitement par allogreffe (en bleu) ou sans allogreffe (rouge). Les nombres en bas

de chaque graphe représentent les nombres de patients à risque au début de chaque intervalle de 12

mois pour chaque groupe de patients. (Chretien et al40)
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patients exprimant fortement NKp30 ont significativement une meilleure survie globale 

(P<0,0001) et également une meilleure survie sans rechute (P=0,0007) que les patients du 

NKp30low (Figure 10). Les courbes de survie globale et de survie sans rechute des patients du 

groupe intermédiaire NKp30low sont superposées avec celles des patients du groupe de 

pronostic défavorable. Il semblerait donc que ces patients Nkp30low, classés par la 

cytogénétique et la biologie moléculaire dans le groupe intermédiaire, aient finalement une 

probabilité de survie plus proche des patients du groupe défavorable, alors que les patients 

NKp30high garde une probabilité de survie intermédiaire entre les deux autres groupes. La 

régression de Cox confirme qu’un phénotype NKp30high chez les patients du groupe 

intermédiaire de l’ELN est significativement associé à une amélioration de la survie globale et 

de la survie sans rechute, indépendamment des autres facteurs, et même du traitement par allo-

greffe post-rémission.  

 

De plus, le suivi des patients de la cohorte IPC a permis d’évaluer l’expression de NKp30 

non seulement au diagnostic, mais également à la rémission chez 39 d’entre eux. Cette étude 

cinétique permet de confirmer une augmentation d’expression de NKp30 à la rémission 

complète comparée au diagnostic qui avait déjà été observée par Fauriat et al38 en 2007. 

Lorsqu’on stratifie à nouveau ces 39 patients en fonction de leur niveau d’expression de NKp30 

à la rémission, la survie globale et la survie sans rechute sont significativement meilleures pour 

ceux ayant l’expression la plus forte de NKp30. Ces données confortent donc l’hypothèse selon 

laquelle les patients dont les fonctions NK sont restaurées après l’induction contrôlent la 

maladie résiduelle, limitant le risque de rechute.  

 

2. NKp46, un biomarqueur immun prédictif de réponse à l’allogreffe40 

Comme pour NKp30, les patients ont été classés selon le MFI ratio de NKp46 en NKp46high 

(35 patients) et NKp46low (145 patients). Les patients ayant un phénotype NKp46bright au 

diagnostic ont à la fois une meilleure survie globale et une meilleure survie sans progression 

après la rémission complète comparée aux patients NKp46low, indépendamment de la 

cytogénétique (Figure 11A et 11B), ce qui confirme les résultats de Fauriat et al38 présentés 

précédemment. De plus le phénotype NKp46high est inversement corrélé avec l’incidence 

cumulative de rechute (Figure 11C), alors que la mortalité non liée à la rechute n’est pas 

impactée par le phénotype NKp46high et NKp46low.  

Sur 180 patients, 66 ont reçu une allogreffe de CSH à la rémission complète. Chrétien et 

al 40 ont alors évalué l’impact du phénotype NKp46 sur l’évolution clinique après la greffe. 
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Parmi les patients NKp46high, ceux ayant reçu une allogreffe de CSH ont une meilleure survie 

sans progression que ceux non greffés après la rémission complète, alors que chez les patients 

Nkp46low, la greffe n’a pas d’effet bénéfique sur la survie sans progression (Figure 11D et 11E). 

NKp46 serait donc a priori un biomarqueur prédictif de réponse à l’allogreffe et non pas un 

facteur pronostique. Ce marqueur est précocement détectable, dès le diagnostic, ce qui 

permettra d’orienter au plus tôt vers l’allogreffe les patients qui seront susceptibles d’en tirer 

des bénéfices.   

d. Translation en routine hospitalière 

Avec une volonté forte d’inscrire ces recherches dans un contexte translationnel, le CRCM 

et l’IPC ont cherché à démontrer l’importance d’évaluer la fonctionnalité des lymphocytes NK 

dans le domaine de l’immuno-oncologie. Après avoir mis en évidence une association entre le 

défaut d’expression des NCR et la cytotoxicité des NK, il a été montré qu’une faible expression 

de NKp30 pouvait discriminer les patients de plus mauvais pronostic dans le groupe 

intermédiaire de l’ELN. Par ailleurs NKp46 s’est révélé être un biomarqueur prédictif de 

réponse à l’allogreffe. Ces deux biomarqueurs, indépendants des facteurs génétiques, devraient 

être des outils précieux d’aide à la décision thérapeutique.  

Après plus de 15 ans de mise au point en recherche sur des PBMC de patients, de l’IPC 

notamment, et de la cohorte GOELAMS, il a été décidé de faire passer en routine clinique la 

détermination du phénotype NCR des NK de tous les patients de l’IPC au diagnostic de LAM, 

en plus de la recherche des anomalies cytogénétiques et de biologie moléculaire recommandées 

par l’ELN. Dans la démarche d’amélioration de la qualité des laboratoires, cette transition a 

nécessité d’évaluer la corrélation des résultats entre la plateforme d’immuno-monitoring au 

CRCM (Dr Daniel Olive) et le laboratoire de biopathologie de l’IPC (Dr Anne-Catherine 

Lhoumeau). Cette étape de comparaison, dont je me suis occupée, a été réalisée sur des PBMC 

de volontaires sains commandés à l’Etablissement Français du Sang (EFS). Les échantillons 

(N=30) ont été phénotypés sur prélèvements frais de sang total, et analysés par le laboratoire 

de biopathologie de l’IPC. Les PBMC des mêmes échantillons ont été congelés avant marquage 

et analyse, selon le protocole utilisé pour la cohorte GOELAMS. Le coefficient de corrélation 

obtenu pour l’expression de NKp30 est de 0,75 et 0,80 pour les deux cytomètres du laboratoire 

de biopathologie de l’IPC, et de 0,87 et 0,85 pour NKp46 (Figure 12). Ces résultats satisfaisants 

ont permis de débuter les analyses sur les patients en routine à la fin de l’année 2017. Depuis, 
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20 échantillons de patients ont déjà été analysés, au diagnostic, et pour certains au J30 de 

l’induction.  

8. Conclusion 

Les lymphocytes NK sont des effecteurs cytotoxiques cruciaux de l’immunité anti-

cancéreuse. Au contact des blastes leucémiques, ils deviennent profondément dysfonctionnels, 

bien que les mécanismes sous-jacents restent à préciser. Néanmoins des altérations 

phénotypiques nettes, corrélées à un défaut de cytotoxicité ont été constatées et ont donné lieu 

au développement des biomarqueurs NKp30 pour sa valeur pronostique au diagnostic sur la 

survie globale et sans rechute (Brevet EP17305151.7, 2017), et NKp46, qui a dès le diagnostic 

une valeur prédictive de réponse à l’allogreffe après la rémission complète (Brevet 

WO2015144841 A1, 2014). Néanmoins, les altérations NK dans les LAM ne se limitent pas à 

un défaut d’expression des NCR, puisque, entre autre, le processus de maturation des 

lymphocytes NK semble lui aussi affecté41, des défauts de maturation NK étant corrélés à une 

moins bonne survie42.  

En outre, d’autres populations immunes sont impliquées dans l’immunité antitumorale. 

notamment les lymphocytes T, qui jouent un rôle central dans l’établissement et le maintien de 

l’immunité adaptative (Figure 5), et qui seront abordés dans la prochaine partie. 

Ainsi, en regroupant toutes ces informations, il sera possible d’affiner plus encore la 

stratification des patients. Il devient alors nécessaire de faire appel à des techniques 

multiparamétriques pour analyser non plus quelques altérations immunes, mais obtenir un profil 

immunologique complet de chaque patient.   

  



A B
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Figure 13 : Co-signalisation T

Récepteurs costimulateurs (A) et co-inhibiteurs (B) à la surface des lymphocytes T conventionnels  

(en rouge) et leur ligands sur la cellule présentatrice d’antigènes (APC) (en bleu). 

Synapse immunologique entre les lymphocytes T conventionnels (en rouge) et les T régulateurs (en 

orange) (C). (Chen et al43)
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III. Les lymphocytes T dans l’immunité antitumorale 

Bien que moins étudiés dans les hémopathies, les lymphocytes T sont des acteurs importants 

de l’immunité antitumorale. En développant le concept d’immunoscore, Galon et al10 se sont 

notamment appuyés sur la caractérisation des lymphocytes T CD8+ infiltrant les tumeurs 

solides. D’autres populations lymphocytaires T sont impliquées dans la réponse immune contre 

les cellules cancéreuses que nous allons détailler présentement. 

  

Les lymphocytes T sont produits dans le thymus, un organe lymphoïde primaire situé 

derrière le sternum chez l’homme. Bien que divisés en de nombreuses sous-populations, les 

lymphocytes T partagent l’expression d’un TCR (T Cell Receptor), du marqueur CD3, et 

représentent les principaux acteurs de l’immunité cellulaire adaptative. Le TCR se présente 

sous deux formes, la première est constituée de 2 chaines α et β et concerne la majorité des 

lymphocytes, la seconde, minoritaire, se compose de 2 chaines γ et δ. Les lymphocytes Tαβ se 

divisent en T CD4+ auxiliaires et T CD8+ cytotoxiques. Les lymphocytes T γδ, le plus souvent 

CD4- CD8-, sont aussi cytotoxiques, mais font partie des lymphocytes non conventionnels car 

participant également à l’immunité innée (Figure 5). En effet le TCR des lymphocytes 

conventionnels reconnait les antigènes présentés par les molécules HLA de classe I et II, alors 

que les T γδ peuvent s’activer en l’absence de cette présentation.  

1. Synapse immunologique 

Le complexe TCR est l’élément clé de la synapse immunologique qui symbolise l’interface 

entre le lymphocyte T et la cellule présentatrice d’antigène ou la cellule cible. Néanmoins 

l’activation du lymphocyte T est modulée par des récepteurs de co-signalisation. Ils sont 

exprimés à la surface des lymphocytes T et ont la capacité de transduire des signaux au niveau 

intracellulaire pour influencer positivement (costimulation) ou négativement (co-inhibition) le 

signal du TCR. Illustrés en Figure 13A et 13B, ces nombreux récepteurs présentent une diversité 

d'expression, de structure et de fonction, jouant un rôle clé dans l'activation, la différenciation, 

la fonction effectrice et la survie des lymphocytes T43. Le succès des inhibiteurs de check-point, 

qui consiste à utiliser un anticorps dirigé contre un récepteur co-inhibiteur comme CTLA-4 

(ipilimumab) ou PD-1 (nivolumab) afin de stimuler la réponse immune antitumorale, illustre 

l’importance de la co-signalisation dans l’activation des lymphocytes T.  



Figure 15 : Les différentes sous-populations lymphocytaires T CD4+ (Jiang et al 46)  

Figure 14 : Différenciation des lymphocytes T en réponse à une stimulation antigénique. 

(Willinger et al45)  
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2. Différenciation des lymphocytes T  

En sortant du thymus, les lymphocytes T sont matures et naïfs. La présentation d’un 

antigène d’origine infectieuse ou tumorale à un lymphocyte T naïf (TN) entraine la 

différenciation en lymphocytes effecteurs puis mémoires, cruciaux dans la réponse immune 

adaptative.  

L’activation d’un lymphocyte TN est initiée par l’engagement de son TCR, mais devient 

effective lorsque des récepteurs de costimulation sont à leur tour activés, ou bien en présence 

de cytokines pro-inflammatoires. Suite à cette activation, une phase d’expansion clonale permet 

la production de nombreux lymphocytes T effecteurs.  

Après élimination des cellules infectées ou transformées, la phase de contraction se traduit 

par l’apoptose de la plus grande partie des lymphocytes T effecteurs, moins de 10% évoluant 

alors vers un stade mémoire44 (Figure 14). Les lymphocytes T mémoires peuvent être subdivisés 

en de nombreuses sous-populations en fonction de leur localisation, de leur fonction et de leur 

phénotype. Les populations T centrale mémoire (TCM) et T effectrice mémoire (TEM) sont les 

mieux caractérisées45. Les TCM, localisés principalement dans les organes lymphoïdes, 

possèdent une importante capacité de survie, de prolifération, et de migration. En revanche, les 

TEM se situent plutôt dans les tissus périphériques et ont des fonctions effectrices supérieures à 

celles des TCM. Ainsi, les TEM ont la capacité de répondre immédiatement à une nouvelle 

stimulation antigénique, alors que les TCM répondront plus tardivement.  

3. Les lymphocytes T régulateurs 

Sous l’influence de leur environnement cytokinique, les lymphocytes T CD4+ se polarisent 

en différentes sous-populations T auxiliaires (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 et TFH) et T 

régulateurs46 (Figure 15). Les lymphocytes T régulateurs sont impliqués dans la tolérance 

immune en raison de leurs propriétés immunosuppressives. Chez l’homme ils sont définis à 

partir de la population de T CD4+ par l’expression de CD25high et CD127low
  et du facteur de 

transcription Foxp3. On distingue les nTreg, qui proviennent d’une différenciation naturelle 

dans le thymus, et les iTreg, induits à partir de lymphocytes naïfs en périphérie, suite à une 

stimulation antigénique prolongée dans un environnement riche en IL-2, IL-10 et TGFβ, 

comme par exemple dans le micro-environnement tumoral.  Les Treg peuvent à leur tour sécréter 

des cytokines immunosuppressives comme l’IL-10 et le TGFβ, ce qui va participer au 

recrutement d’autres Treg mais également inhiber la prolifération et les fonctions des 
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lymphocytes T. A leur surface un certain nombre de molécules de co-signalisation sont 

exprimées, comme illustré sur la Figure 13C.  

 

Depuis leur découverte, de nombreuses études ont permis de démontrer l’importance des 

Treg dans le domaine de l’oncologie. A partir de modèles murins, l’impact négatif des T 

régulateurs sur l’immunité antitumorale a pu être mis en évidence, et est confirmé dans de 

nombreuses tumeurs solides47 où les Treg sont fréquemment retrouvés parmi les lymphocytes 

infiltrant la tumeur. En outre, il a été possible d’établir un lien entre leur présence au sein de la 

tumeur et l’évolution défavorable de cancer, entre autres, du sein48, de l’estomac49, de l’ovaire50, 

du poumon51, en termes d’agressivité, de risque de récidive, et de survie globale. Finalement, 

la déplétion spécifique des Treg, étudiée dans un modèle murin de cancer du pancréas52, permet 

de restaurer la cytotoxicité T et d’inhiber la croissance tumorale.  

L’étude des Treg des patients atteints de LAM apporte des éléments concordants avec ceux 

retrouvés dans les tumeurs solides. Il a été montré que les patients avaient plus de Treg dans le 

sang périphérique et dans la moelle osseuse que des volontaires sains, et qu’ils induisaient un 

micro-environnement tumoral immunosuppressif53. De plus une fréquence élevée de Treg au 

diagnostic est corrélée avec une moins bonne survie54. In vitro, les Treg des patients étaient 

également plus immunosuppresseurs que ceux de volontaires sains. Enfin, la fréquence des Treg 

à la RC est diminuée par rapport au diagnostic, mais remonte nettement à la rechute, suggérant 

l’implication des Treg dans l’évolution de la maladie.  

L’ensemble de ces éléments démontre l’intérêt d’étudier les Treg dans les LAM mais 

également les autres populations immunes, potentiellement influencées par l’action des Treg.  

4. Les lymphocytes cytotoxiques T CD8+ et T γδ 

Comme pour les lymphocytes NK, le rôle des lymphocytes T CD8+ et T γδ est de détruire 

les cellules cibles. Bien que la reconnaissance des cellules cibles soit différente entre les T CD8+ 

et les T γδ, les mécanismes de cytotoxicité demeurent communs 55,56 :   

- La voie perforine/granzyme : similaire à la dégranulation NK, elle consiste en 

l’exocytose de granules contenant des enzymes et des cytokines comme la perforine et 

les granzymes par le lymphocyte activé. 

- La voie Fas/Fas-L : la molécule Fas-ligand exprimée par les T CD8+ et T γδ, est 

reconnue par le récepteur Fas à la surface des cellules cibles. L’engagement de ce 
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récepteur entraine l’activation de la voie des caspases et aboutit à l’apoptose de la cellule 

cible.  

- La production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IFNγ et TNF-α par les T CD8+ 

et T γδ.  

 

Moins étudiées que celles des NK, les anomalies fonctionnelles T dans les LAM semblent 

elles aussi être corrélées à l’évolution de la maladie des patients. Ainsi, dans une cohorte 

pédiatrique de 16 patients atteints de LAM, Montagna et al57 ont mis en évidence en 2006 

l’importance des cellules T cytotoxiques. Parmi les 16 enfants, 8 présentaient des précurseurs 

de lymphocytes T cytotoxiques (CTLp), détectés par des tests in vitro de cytotoxicité autologue 

(cytotoxicité des lymphocytes contre les blastes du patient), et aucun n’a rechuté. A l’inverse, 

sur les 8 autres enfants qui n’avaient pas de CTLp, 7 ont rechuté. Une autre étude, plus récente, 

a montré que les blastes leucémiques pouvaient induire un état d’hyporéactivité et un 

épuisement fonctionnel du contingent T58. 

5. Conclusion  

La surveillance immune anticancéreuse est un processus complexe et détourné à leur profit 

par les cellules tumorales. Dans ce contexte, certaines populations cytotoxiques ou régulatrices 

semblent jouer des rôles privilégiés, mais ont été étudiées séparément jusqu’au développement 

récent de nouveaux outils multiparamétriques comme la cytométrie de masse. En outre, les 

altérations immunes induites par les blastes leucémiques ont une forte valeur pronostique et 

sont impliquées dans la résistance au traitement d’induction et de consolidation, et représentent 

de facto des cibles thérapeutiques potentielles.  

Deux objectifs restent à atteindre : une meilleure caractérisation des anomalies induites par 

le blaste leucémique sur les effecteurs de l’immunité innée et adaptative au diagnostic, à la 

rechute, et chez les patients réfractaires ; et la compréhension des mécanismes impliqués pour 

restaurer une immunité antitumorale fonctionnelle chez les patients à risque élevé de rechute. 
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IV. Nouvelle approche multiparamétrique dans la recherche de 

biomarqueurs immuns 

Introduite en 2009, la cytométrie de masse est une technologie innovante dans l’ère des 

analyses « single-cell » multidimensionnelles59. Cette technique, en permettant l’acquisition 

simultanée de près de 40 marqueurs différents, offre la possibilité d’analyser conjointement de 

nombreuses populations immunes.  

Abordée dans une première partie, l’étude des lymphocytes NK de patients atteints de LAM 

a permis d’aboutir au développement des biomarqueurs NKp30 et NKp46. La cytométrie de 

masse permet de retrouver ces données, mais offre l’avantage d’analyser sur le même 

échantillon d’autres populations immunes, comme les lymphocytes T, et de les caractériser 

finement en termes de marqueurs de survie, de prolifération, de différenciation, de maturation, 

d’activation, ou encore d’inhibition.  

Les relations privilégiées entre le CRCM, l’IPC, et le centre d’immunophénomique 

(CIPHE, Marseille-Luminy, Dr M. Malissen, Dr H. Luche) ont permis d’établir des 

collaborations avec le service d’hématologie (Pr N. Vey), la DRCI (Dr J. Pakradouni), et la 

tumorothèque (Pr C. Chabannon) autour du projet « Hématobio » (Investigateur Pr N. Vey) afin 

de collecter des renseignements cliniques et des échantillons de patients atteints de LAM, et 

d’avoir accès à l’un des 8 cytomètres de masse installés en France à ce jour pour analyser ces 

échantillons. Dans le cadre d’un Master 2 Recherche en Immuno-oncologie, j’ai participé à la 

mise au point des analyses de cytométrie de masse et à l’acquisition puis au traitement des 

données générées à partir des échantillons banqués de PBMC au diagnostic, à la rémission, à 

l’échec d’induction et/ou à la rechute, de 28 patients atteints de LAM ainsi que de 8 volontaires 

sains.  

En combinant l’évolution clinique des patients et nos données multiparamétriques sur les 

différentes populations du système immunitaire, nous espérons identifier des signatures 

immunologiques prédictives de survie et/ou de réponse à la chimiothérapie. 

  



Figure 16 : Principe de la cytométrie de masse

(Bendall et al 60)

Table 5 : Comparaison Cytométrie de masse et de flux

Cytométrie Flux CyTOF

Couplage des 

anticorps
Fluorochromes Métaux

Détection Laser Spectromètre de masse

Compensations 

spectrales
Oui non

Coût machine $ $$$

Transformation de 

l’échantillon
Intègre à la sortie Destruction lors de l’acquisition

Mesure +/- totalité échantillon 70% échantillon (Helios)

Vitesse 25 000 evt/seconde 500-1 000 evt/seconde
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1. Matériel et méthodes 

a. Principe de la cytométrie de masse 

La cytométrie de masse est une technique récente reposant sur l’association des principes 

connus de la cytométrie de flux et de la spectrométrie de masse60 (Figure 16). Il s’agit d’un 

procédé d’analyse individuelle (« cellule par cellule ») multiparamétrique. Les cellules sont 

marquées par différents anticorps, couplés à des isotopes de métaux et non plus à des 

fluorochromes. Ces métaux font principalement partie des lanthanides, un groupe du tableau 

périodique des éléments parmi les « terres rares ». L’échantillon passe dans un premier temps 

dans un nébuliseur, qui génère des microgouttelettes suffisamment petites pour ne contenir 

qu’une seule cellule à sa sortie. Ces gouttelettes sont ensuite desséchées dans une chambre de 

spray, puis atomisées et ionisées dans un plasma d’argon. Le nuage d’ions généré passe ensuite 

dans un quadrupole qui écarte tous les ions de masse atomique faible, comme le carbone, 

l’oxygène, et l’azote, pour ne garder que les métaux lourds, qui étaient couplés aux anticorps. 

La détection s’effectue comme dans un spectromètre de masse, où les ions ont un rapport 

masse/charge unique qui leur confère un temps de vol propre jusqu’au détecteur. Cette 

technique innovante de détection est très sensible. Elle permet d’augmenter le nombre de 

marqueurs étudiés simultanément sans rencontrer les problèmes de la cytométrie de flux comme 

le chevauchement des spectres d’émissions de fluorescence, ou encore l’auto-fluorescence des 

cellules18.  

 Par ailleurs le kit de barcoding Cell-ID ™ 20-Plex Pd® (Fluidigm®, CA, USA) permet 

de marquer jusqu'à 20 échantillons différents avec un code-barres spécifique, constitué d’une 

association unique de trois isotopes du Palladium, qui s’incorporent dans le cytoplasme des 

cellules. Identifiés par leur code-barres, les échantillons peuvent ensuite être réunis en un seul 

échantillon multiplexé pour la suite des marquages et pour l’acquisition. Ce processus a de 

nombreux avantages : il permet notamment de réduire la consommation d’anticorps et 

d’éliminer la variabilité de marquage entre les tubes, d’augmenter la récupération cellulaire lors 

des marquages intracellulaires, mais également d’éliminer des doublets cellulaires, de réduire 

les contaminations croisées pendant le passage des échantillons et de diminuer la durée 

d’acquisition61. Le comparatif entre cytométrie de masse et de flux est résumé en Table 5.  

 

 



Caractéristiques Patients Volontaires sains

Nombre d’échantillon 28 8
Age (ans) m(SD) 59 (12,1) 49  (11,3)

Sexe Ratio M/F 1/1 7/1

Statut au diagnostic
De novo . n (%)
Transformation de syndromes myélodysplasiques . n (%)

27 (96)
1 (4)

Evolution
Patients ayant atteint la RC après l’induction. n (%)
Patients réfractaires (pas de RC). n (%)
Patient ayant rechuté après la RC. n (%)

20 (71)
8 (29) 

11 (39)

GB (109/L). m(SD) 22,6 (29,1) N.I
Blastes dans le sang (%).  m(SD) 50 (32)

Blastes dans la moelle osseuse (%). m(SD) 62 (26)

Classification FAB
M0 n (%)
M1 n (%)
M2 n (%)
M3 n (%)
M4 n (%)
M5 n (%)
M6 n (%)
M7 n (%)
Non classé n (%)

4 (14)
5 (18)
6 (21)
2 (7)

7 (25)
1 (4)
1 (4)
0 (0)
2 (7)

Marqueurs moléculaires 
FLT3 nombre de positif. n (nombre de patients testés)
NPM1 nombre de positif. n (nombre de patients testés)
CEPBA nombre de positif. n (nombre de patients testés)

3 (15)
7 (14)
1 (5)

Cytogénétique (n=28)
Groupe 1 (Favorable) n (%)
Groupe 2 (Intermédiaire) n (%)
Groupe 3 (Défavorable) n (%)
Non classés n (%)

7 (25)
12 (43)
7 (25)
2 (7)

ELN (cytogénétique + marqueurs moléculaires)
Groupe 1 (Favorable) n (%)
Groupe 2 (Intermédiaire) n (%)
Groupe 3 (Défavorable) n (%)
Non classés n (%)

12 (43)
7 (25)
7 (25)
2 (7)

Table 6 : Caractéristiques des patients et des volontaires sains 
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b. Echantillons   

Les échantillons de patients proviennent de la collection Hématobio de l’IPC (Investigateur, 

Pr N. Vey). Tous les patients atteints de LAM inclus dans cette étude ont signé un consentement 

éclairé conformément à la déclaration d’Helsinki. Les patients ont été prélevés par ponction 

veineuse périphérique sur tube EDTA. Le sang collecté a été centrifugé pour isoler les cellules 

mononuclées du sang périphérique (PBMC) à l’aide d’un gradient de densité (Lymphoprep 

separation media®). Les PBMC ont ensuite été congelées dans une solution d’Albumine 

humaine (Vialebex®) et de DMSO 10%, et conservées dans de l’azote liquide à la tumorothèque 

(Pr Chabannon) jusqu’aux manipulations. 

Les échantillons contrôles de volontaires sains proviennent de l’EFS. A la réception des 

échantillons de sang total recueillis sur tube EDTA, les PBMC ont été isolées à l’aide d’un 

gradient de densité puis congelées en SVF DMSO 10% à - 80°c jusqu’au jour des analyses.  

Les caractéristiques des patients et volontaires sains sont présentées dans la Table 6 et le 

processus de prélèvement des patients est présenté Figure 17, avec un premier prélèvement au 

diagnostic puis d’autres, à la RC, à la rechute, ou à l’échec d’induction, selon l’évolution des 

patients, qu’on peut donc classer en trois groupes :  

-un groupe « RC » qui comprend huit patients ayant atteint la RC et qui n’ont pas rechuté à la 

date des dernières nouvelles. Ces patients sont considérés comme étant en rémission complète 

prolongée (> 1an). 

- un groupe « rechute » qui comprend les onze patients ayant atteint la RC mais ayant rechuté 

précocement.  

- un groupe « réfractaire » qui comprend les huit patients n’ayant pas atteint la RC après la 

chimiothérapie d’induction. 

c. Protocole de marquage  

1. Préparation des cellules 

La préparation des cellules en vue d’une analyse par cytométrie de masse nécessite une 

attention particulière quant à l’utilisation des consommables plastiques et des solutions 

tampons, qui ne doivent pas ou peu contenir d’iode, de barium et d’autres contaminants qui 

généreraient un bruit de fond important pouvant aller jusqu’à la détérioration du détecteur du 

cytomètre de masse.  

Les PBMC sont décongelées et lavées dans du RPMI 10% SVF puis incubées pendant 

30 minutes en présence de nucléase universelle Pierce® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
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Figure 17 : Processus de prélèvements des échantillons sanguins.

Les patients sont prélevés au diagnostic puis après la chimiothérapie d’induction lorsqu’ils ont

atteint le rémission complète (RC) pour les répondeurs, et lorsqu’ils sont en échec d’induction

(groupe réfractaire). Pour les patients rechutant après la RC, un échantillon est également prélevé à

la rechute.
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MA, USA). Les PBMC sont lavées et comptées pour être distribuées en plaque 96 puits fond V 

à raison de 2 millions de cellules par puits. Les PBMC sont ensuite incubées avec du cisplatine 

qui marque les cellules mortes. Enfin les cellules sont bloquées avec 5µg de Fc Block (BD® 

Bioscience, Le Pont de Claix, France) par puits.  

 

2. Marquages 

Le marquage extracellulaire s’effectue en deux étapes. Les PBMC sont dans un premier 

temps incubées avec les anticorps primaires extracellulaires pendant 30 min à + 4°C. Après 

lavages, on procède à une deuxième incubation de 30 min à + 4°C avec l’anticorps secondaire 

anti-biotine qui est couplé à un métal, afin de révéler les marquages primaires par des anticorps 

biotinylés.  

Les PBMC sont à nouveau lavées puis fixées et « barcodées » selon les recommandations 

fournisseur. Après le « barcoding », l’ensemble des échantillons est rassemblé en un seul tube 

pour la suite des marquages. Après un lavage supplémentaire, les PBMC sont perméabilisées 

par le kit de fixation-perméabilisation Foxp3 (e-Biosciences®, San Diego, CA, USA), bloquées 

par 5µg/échantillon de Fc Block (BD® Biosciences) et marquées pendant 30 min à +4°C par les 

anticorps intracellulaires. Les PBMC sont encore lavées deux fois puis resuspendues dans du 

Cytofix 1/1000 Iridium jusqu’au lendemain matin. Les PBMC sont alors comptées puis 

aliquotés en SVF DMSO 90% et immédiatement congelées à -80°C jusqu’à acquisition. Les 

panels complets extra- et intra-cellulaires sont disponibles en Annexe 1. 

 

3. Acquisition  

Les aliquots sont décongelés un par un juste avant l’acquisition. Après deux lavages en eau 

désionisée pour éliminer le SVF, les cellules sont filtrées (35µm) et resuspendues dans un 

volume adéquat de billes de normalisation (Fluidigm®) diluées au 1/10e.  

 

4. Traitement des données  

Les billes de normalisation sont acquises en même temps que les PBMC marquées. Cela 

permet de rapporter l’intensité des marquages des PBMC à l’intensité des billes. La 

normalisation de tous les échantillons permet ainsi d’obtenir des résultats standardisés et 

reproductibles62. L’ensemble des données normalisées est ensuite concaténé puis « débarcodé » 

pour séparer les données propres à chaque échantillon.  



Figure 18 : Stratégie de fenêtrage pour les analyses en cytométrie de masse.

Les cellules vivantes sont séléctionnées (Irridium+), en excluant les cellules mortes (Platine+). On

fenêtre ensuite les leucocytes grâce au marquage CD45, puis on exclue les blastes et les monocytes

(CD13, 33 34+) pour obtenir la population des lymphocytes. Les marquages CD19, CD3, TCR panγδ,

CD4, CD8, permettent de définir respectivement les sous-populations lymphocytaires B, T, Tγδ, T

CD4+, TCD8+. Le marquage CD56, associé à l’absence du marqueur CD3 définit quand à lui la

population NK. Les lymphocytes T régulateurs sont une sous-population des T CD4+, qui expriment

le CD25 et non le CD127.
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L’analyse des données a été réalisée à l’aide du logiciel FlowJo® (X.0.7), et sur la 

plateforme en ligne Cytobank® qui permet d’utiliser des algorithmes de fenêtrage automatique 

comme SPADE® (Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events), ou 

encore des outils performants de recherche de biomarqueurs comme CITRUS® (cluster 

identification, characterization, and regression) 

Le clustering hiérarchique a été réalisé avec les logiciels Morpheus® (Broad Institute,  

Harvard et MIT, USA) et MeV® .  

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel GraphPad Prism®. Les 

comparaisons entre groupes de patients ont été analysées statistiquement par le biais d’un t-test 

non paramétrique de Mann Whitney avec un intervalle de confiance de 95%.   

2. Résultats  

a. Fenêtrage des populations d’intérêt 

La stratégie de fenêtrage est résumée dans la Figure 18. Après élimination du bruit de fond, 

les débris sont éliminés en ne prenant que les éléments marqués à l’Iridium, qui indique la 

présence d’ADN et donc de cellules. Les cellules mortes sont exclues grâce à un marquage au 

cisplatine. On utilise ensuite le marqueur pan-leucocytaire CD45 pour sélectionner l’ensemble 

des leucocytes. Enfin, il est nécessaire d’exclure parmi ces cellules les monocytes et les blastes 

leucémiques circulants, qui expriment CD13, CD33 et/ou CD34.  

Ensuite on utilise des marqueurs d’intérêt pour sélectionner les lymphocytes B (CD19+), 

les lymphocytes NK (CD3- CD56+), et les lymphocytes T (CD3+) qu’on peut encore diviser en 

T CD4+, T CD8+, T γδ (TCRpanγδ+). Parmi les T CD4+, on peut distinguer les Treg qui 

expriment CD25 et faiblement CD127. Les analyses ont ensuite été réalisées en pourcentage de 

cellules exprimant le marqueur d’intérêt au sein des lymphocytes totaux. Comme illustrée sur 

la Figure 19, la répartition des différentes populations lymphocytaires NK, B, T CD4+, T 

régulateurs, T CD8+ et T γδ est sensiblement la même chez les patients au diagnostic de leur 

LAM et chez les volontaires sains. 

b. Anomalies NK  

1. Activation et inhibition NK 

L’activation des NK résulte d’un déséquilibre en faveur de l’activation entre signaux 

activateurs et inhibiteurs. Ils sont perçus par la cellule grâce à différents récepteurs activateurs, 
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comme NKp46, NKp30, NKG2D, DNAM-1, et grâce à des récepteurs inhibiteurs comme KIR, 

NKG2A, CD96, qui font partie des marqueurs analysés dans nos panels de cytométrie de 

masse. 

Nos données mettent en évidence une diminution significative (p<0,05) de l’expression du 

récepteur activateur NKp46 au diagnostic chez les patients du groupe rechute et du groupe 

réfractaire. A l’inverse, aucune diminution significative n’est mise en évidence dans le groupe 

des patients qui maintiennent une rémission complète prolongée par rapport aux volontaires 

sains (Figure 20). L’expression de NKp46 analysée par cytométrie de masse est représentée 

chez un volontaire sain (Figure 20A) et chez un patient représentatif du groupe rechute (Figure 

20B). A titre de comparaison, un exemple de marquage NKp46 en cytométrie de flux est 

illustré en Annexe 2, ainsi que la stratégie de fenêtrage globale propre à la cytométrie de flux. 

L’analyse de l’expression de NKp30, montre une diminution entre volontaires sains et patients 

au diagnostic, mais sans significativité statistique (données non présentées). 

Concernant les récepteurs inhibiteurs KIR, on observe une tendance non significative à 

l’augmentation de son expression chez les patients comparée aux volontaires sains (Figure 

20E). L’analyse des autres marqueurs activateurs DNAM-1, NKG2C, NKG2D et inhibiteurs 

NKG2A et CD96 sur cette cohorte de patients, n’a pas permis de mettre en évidence d’autres 

anomalies significatives sur les lymphocytes NK des patients au de cette cohorte au diagnostic.  

 

2. Maturation NK 

Les NK suivent un processus de maturation qui passe par différentes étapes. Initialement 

les NK immatures présentent un phénotype CD56bright, qu’ils vont perdre pour devenir 

CD56dim, acquérir séquentiellement les marqueurs CD57 et KIR, et finir au stade de maturation 

le plus avancé, c’est-à-dire double positif CD57+ et KIR+.  

Nos données mettent en évidence une diminution significative de la fréquence de NK 

CD56bright chez les patients au diagnostic comparés aux volontaires sains( 2,8% vs 1,1% 

p<0,05)  (Figure 21B). Cette diminution des NK CD56bright au diagnostic est majorée pour le 

groupe de patients réfractaires à la chimiothérapie d’induction (Figure 21C).  

Le profil complet de maturation de chaque patient et volontaire sain est représenté à l’aide 

d’une « heat map » (Figure 21D) qui permet de regrouper les patients présentant les profils de 

maturation NK les plus similaires. On observe que les patients du groupe réfractaire, 

principalement regroupés dans un « cluster » en bas de la « heat map » semblent avoir en 

commun une proportion plus importante de NK matures CD56dim KIR- CD57+, ce qui concorde 
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Figure 21 : Maturation NK.

Exemple de fenêtrage des NK CD56bright sur les NK totaux d’un volontaire sain (A) Comparaison

des fréquences des NK CD56bright chez les patients comparés aux volontaires sains (B) et

comparaison entre les sous-groupes de patients au diagnostic (C) Clusterisation hiérarchique

(distance euclidienne) des patients au diagnostic et volontaires sains selon leur profil de maturation

NK représenté par 5 sous-populations NK de la plus immature (CD56bright) à la plus mature (KIR+

CD57+) (D). (* p<0,05).
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avec la diminution de NK immature CD56bright dans ce groupe de patients. Concernant les autres 

patients, la « heat map » met en évidence une hétérogénéité de profils de maturation NK, 

contrairement aux volontaires sains qui ont presque tous le même profil.   

c. Anomalies T 

1. Différenciation des T  

Les différentes sous-populations issues de la différenciation T peuvent être identifiées à 

partir de leur expression des marqueurs CD45RA et CD27 : les lymphocytes T naïfs (TN) qui 

co-expriment les marqueurs CD27 et CD45RA,  les T centraux mémoire (TCM) qui ont perdu 

le CD45RA mais expriment toujours le CD27, les T effecteurs mémoire (TEMH) qui 

n’expriment ni le CD27 ni le CD45RA, et enfin les TEMRA, qui représentent la sous-

population la plus différenciée de T qui restent CD27 négative mais réacquièrent le CD45RA 

(Figure 22A et 22B). 

En analysant les fréquences de ces quatre sous-populations parmi les T CD8+, on observe 

que les patients atteints de LAM possèdent significativement moins de lymphocytes T CD8+ 

naïfs comparés aux volontaires sains. Concernant les populations mémoires TEMH et TEMRA, 

il y a une tendance à l’augmentation chez les patients comparés aux volontaires sains, mais sans 

significativité (Figure 22C). De même, on peut étudier le profil de maturation des lymphocytes 

T γδ (Figure 22D), mais qui ne montre pas de différence significative entre patients et 

volontaires sains.  

L’outil SPADE permet de représenter les populations immunes sous la forme d’un arbre, 

sur lequel sont répartis des groupes homogènes de cellules (« cluster ») indiqués par des 

pastilles dont la taille reflète le nombre de cellules dans ce cluster. La Figure 23 explique le 

principe de clustering automatique de SPADE®, sur les lymphocytes T CD8+ dans cet exemple, 

en fonction de l’expression de CD45RA (Figure 23A) et CD27 (Figure 23B), ce qui permet 

d’identifier les 4 sous-populations TCM, TN, TEMH et TEMRA (Figure 23C) décrites ci-dessus, 

sans qu’il soit nécessaire d’effectuer manuellement une stratégie de fenêtrage. L’intérêt de cet 

outil pour mieux visualiser les données est détaillé dans la partie qui suit. 

 

2. Récepteurs de co-signalisation sur les  T CD8+ 

A partir des arbres SPADE® générés pour visualiser les sous-populations lymphocytaires 

T CD8+ (Figure 23), on peut visualiser sur chaque cluster l’expression des  récepteurs de 

costimulation HVEM et ICOS, et de co-inhibition BTLA et PD-1 (Figure 24), où la couleur 



Figure 22 : Maturation des lymphocytes T CD8+ et T γδ.

Fenêtrage des sous populations lymphocytaires T selon l’expression de CD27 et CD45RA : Centrale

Mémoire (CM : CD27+ CD45RA-), Naives (CD27+ CD45RA+), T Effecteur Mémoire Helper

(TEMH : CD27- CD45RA-), T Effecteur Mémoire RA (TEMRA : CD27- CD45RA+) illustrée sur

les T CD8+ d’un volontaire sain (A) et d’un patient (B), représentatifs de la cohorte. Comparaison

des fréquences des sous populations T CD8+ (C) et T γδ (D) entre volontaires sains et patients au

diagnostic. (* p<0,05)
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Les arbres Spade® représentent ici l’ensemble des lymphocytes T CD8+ d’un volontaire sain,

regroupés en clusters signalés par les pastilles. L’expression de CD27 (A) ou de CD45RA (B) de

chaque cluster est signalisée par la couleur, le rouge indiquant l’expression la plus forte, et le bleu

la plus faible. A partir des données de (A) et (B) on identifie les sous-populations lymphocytaires :

TCM (CD45RA- CD27+),TN (CD45RA+ CD27+), TEMH (CD45RA- CD27-) et TEMRA (CD45RA+

CD27-) (C).
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rouge signalise l’expression la plus forte et la couleur bleue l’expression la plus faible de chacun 

des marqueurs respectivement. L’expression de ces corécepteurs est comparée entre un 

volontaire sain et un patient représentatif du groupe rechute, au diagnostic, à la rémission et à 

la rechute. L’expression de HVEM est  forte et homogène sur l’ensemble des sous-populations 

TCM, TN, TEMH et TEMRA chez le volontaire sain, comparé au patient pour lequel l’expression 

d’HVEM est moins importante que ce soit au diagnostic, à la RC et à la rechute. A contrario 

ICOS est essentiellement exprimé par les lymphocytes T les plus différenciées que sont les 

TEMRA. Au diagnostic, l’expression d’ICOS sur les TEMRA est nettement augmentée chez le 

patient comparé au volontaire sain, mais disparait à la RC et à la rechute. L’expression de PD-

1 semble également restreinte aux TEMRA chez le volontaire sain. Au diagnostic, l’expression 

de PD-1 est augmentée sur les TEMRA du patient, mais également sur certains clusters de ses 

autres sous-populations TCM, TN et TEMH. A la RC, PD-1 est faiblement exprimé par 

l’ensemble des T CD8, et réapparait à la rechute sur certains clusters de TEMRA, TN et TEMH. 

L’expression de BTLA chez le volontaire sain est faible et concerne seulement quelques 

clusters de TN. Au diagnostic, BTLA est également peu exprimée, mais est plutôt retrouvée sur 

des clusters de TEMRA, son expression est encore plus faible à la RC et dans une moindre 

mesure à la rechute.  

Ainsi on observe au diagnostic une diminution globale de l’expression de HVEM, une 

augmentation de l’expression de PD-1 et de ICOS portant sur les TEMRA, et une modification 

de l’expression de BTLA entre TN et TEMRA, en comparaison avec les volontaires sains. A la 

RC, ces altérations ne sont plus constatées mais le profil des patients n’est néanmoins pas 

semblable à celui d’un volontaire sain, laissant supposer un effet direct de la chimiothérapie 

intensive sur les populations immunes. A la rechute, les altérations sont différentes de celles 

identifiées au diagnostic, suggérant le développement d’autres mécanismes d’échappement au 

système immunitaire.  

 

3. Lymphocytes T régulateurs 

Les lymphocytes T régulateurs représentent une petite population, de l’ordre de quelques 

pour cent parmi les lymphocytes totaux, impliquée dans la tolérance immune. 

La fréquence des lymphocytes T régulateurs chez les patients est en moyenne identique à celle 

des volontaires sains (Figure 25A). Une analyse en sous-groupe met en évidence une diminution 

de la fréquence de Tregs dans le groupe RC comparé au groupe réfractaire (2,0% vs 4,1%, 
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CD8+ clusterisés en arbre SPADE® selon leur expression de CD27 et CD45RA. Les arbres
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et CD45RA sur les T CD8+, pour identifier les sous-populations TCM, TN, TEMH et TEMRA.
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P<0,05). On observe également une différence, certes non significative, entre groupe RC et 

groupe rechute (2,9% vs 4,1%, P<0,05) (Figure 25B). 

En outre, on remarque une augmentation globale de l’expression de Ki-67, un marqueur 

intracellulaire de prolifération lorsqu’on compare les Treg des patients à ceux des volontaires 

sains (p=0,07) (Figure 25C). Cette différence devient significative (p<0,05) pour les patients 

du groupe « rechute », bien que l’hétérogénéité soit importante dans ce groupe (Figure 25D). 

Une analyse non-supervisée des phénotypes Treg met en évidence deux groupes distincts de 

patients (Figure 25E). Le premier groupe présente une forte expression de récepteurs impliqués 

dans l’activation des Treg (LAG-3, CD69), leur prolifération (Ki-67, 4-1BB), leur propriétés 

immunosuppressives (CTLA4, ICOS, 4-1BB), leur survie (CD28), ainsi que la conversion des 

Treg depuis les populations de TCD4+ (PD-1, CD28). Le second groupe présente un phénotype 

Treg assimilé aux sujets sains avec une faible expression de ces mêmes récepteurs. Ce phénotype 

Treg proche de celui du sujet sain est associé à une probabilité de rechute moindre (27% vs 73%, 

respectivement). 

3. Discussion  

Notre étude multiparamétrique des populations immunes de patients atteints de LAM met 

en évidence de nombreuses altérations phénotypiques dès le diagnostic, en corrélation avec la 

non-réponse à la chimiothérapie d’induction et la rechute après la RC.  

Concernant les lymphocytes NK, nous avons montré qu’ils étaient présents en proportions 

semblables chez les patients et chez les volontaires sains, mais qu’ils présentaient des 

modifications dans leur profil de maturation et d’activation. Les NK immatures, exprimant 

fortement le CD56 et caractérisés par un haut potentiel de prolifération sont moins représentés 

chez les patients que chez les volontaires sains. L’expression du récepteur activateur NKp46 

est également diminuée chez les patients, et l’on observe une tendance à l’augmentation du 

récepteur inhibiteur KIR. Le récepteur KIR ne sert pas seulement à empêcher l’activation du 

lymphocyte NK, mais prend également part au processus d’éducation et donc de maturation des 

NK. Finalement, activation et maturation NK sont liés et il semble cohérent de retrouver des 

anomalies affectant les deux processus. Ainsi les NK des patients, analysés par cytométrie de 

masse, semblent à la fois plus matures, mais plus difficilement activables par les cellules 

leucémiques. Ces résultats sont cohérents avec ceux présentés dans la partie recherche 

translationnelle sur les lymphocytes NK à partir de données de cytométrie de flux, et attestent 



Figure 25 : Lymphocytes T régulateurs.

Comparaison des fréquences de T régulateurs exprimés en % de lymphocytes T CD4+ chez les

volontaires sains comparés aux patients (A), et comparaison entre les sous groupes de patients au

diagnostic (B). Comparaison de l’expression de Ki-67 sur les T reg des patients comparés aux

volontaires sains (C) et entre les groupes de patients au diagnostic (D). Heat-map de l’ensemble

des molécules de co-signalisation analysées dans le Panel et exprimés par les Treg (E) (* p<0,05).
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de la fiabilité de la cytométrie de masse. Par ailleurs, ces altérations sont toujours la cible d’une 

recherche soutenue pour le développement de nouvelles immunothérapies visant à restaurer la 

cytotoxicité NK, comme par exemple le développement d’anticorps thérapeutiques anti-KIR, 

et plus récemment anti-NKG2A63.  

 

L’étude conjointe et approfondie des lymphocytes T met également en évidence des 

anomalies complexes, en terme de différenciation et de co-signalisation des lymphocytes T 

CD8+. D’autre part, on observe chez certains patients une diminution de la sous-population T 

CD8+ naïve, une augmentation de l’expression de corécepteurs inhibiteurs comme PD-1 

majoritairement sur les TEMRA et la diminution d’expression du corécepteur activateur 

HVEM, au diagnostic comparé aux volontaires sains. Ces données sont en faveur d’un 

épuisement du contingent T, largement décrit dans les infections chroniques et les cancers64. 

L’épuisement des lymphocytes T entraine une diminution de leurs capacités fonctionnelles et 

de prolifération, liée en partie à la surexpression de corécepteurs inhibiteurs, comme notamment 

PD-165. Le succès des traitements par inhibiteurs de checkpoint anti-PD-1 (Pembrolizumab, 

Nivolumab) dans le traitement des tumeurs solides66 et plus récemment des lymphomes de 

Hodgkin67 a permis leur enregistrement dans de nombreuses indications. Nos résultats 

indiquent que les stratégies thérapeutiques ciblant des molécules de co-signalisation pourraient 

également être utilisées dans la LAM afin de restaurer l’immunité antitumorale T. Par ailleurs 

ces résultats très prometteurs sur quelques marqueurs gagneront à être enrichis avec les autres 

données acquises sur de nombreux autres marqueurs tels que CD28, CTLA-4, TIM-

3,…(Annexe 1) et dont l’analyse est toujours en cours.  

 

Les lymphocytes Treg, font également l’objet d’un intérêt certain en immuno-oncologie. 

Cette population rare (<5% des lymphocytes totaux) et indispensable à l’homéostasie du 

système immunitaire peut néanmoins devenir délétère dans la réponse antitumorale. Nos 

données montrent d’une part que les Treg des patients prolifèrent plus que ceux des volontaires 

sains, notamment les patients du groupe « rechute », et d’autre part que les patients qui resteront 

en rémission complète prolongée ont moins de T régulateurs au diagnostic. En outre il 

semblerait que les Treg des patients qui vont rechuter ont, dès le diagnostic, un profil différent 

des autres patients et des volontaires sains, avec une expression plus forte d’ICOS, de CTLA-

4, et de PD-1. Ces résultats suggèrent donc que la présence au diagnostic de ces Treg aux 



Treg ICOS- CTLA4-

Treg ICOS+ CTLA4+

fortement immunosuppresseurs

Treg naïfs

Treg « resting » CCR7high CD27+

Figure 26 : Analyse CITRUS® des lymphocytes T régulateurs.  

Cet arbre généré avec CITRUS® représente l’ensemble des Treg des patients au diagnostic et des

volontaires sains regroupés en clusters homogènes de cellules, signalés par les pastilles. Les

pastilles rouges sont celles pour lesquelles il y a une différence significative entre patients et

volontaires sains, illustrée dans les box-plots.

Patients

VS
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VS

Patients
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propriétés particulièrement immunosuppressives et aux capacités de prolifération accrues n’est 

pas de bon pronostic pour l’évolution de la maladie.  

 

L’analyse de ces jeux de données de forte dimensionalité ne peut être conduite 

conventionnellement, et nécessite de faire appel à de nouvelles méthodes bio-informatique, et 

notamment aux algorithmes de fenêtrage automatique comme Spade®. D’autres algorithmes, 

comme CITRUS® ont été récemment développés pour identifier de nouvelles populations 

immunes et de nouveaux biomarqueurs à partir des données de cytométrie de masse. Illustré 

sur les Treg (Figure 26), cet algorithme fait appel au principe de fenêtrage automatique pour 

créer des clusters homogènes de cellules chez tous les patients au diagnostic et les volontaires 

sains, représentés ici en un seul arbre. Les clusters identifiés en rouge sont ceux pour lesquels 

il existe une différence significative entre le groupe de patients au diagnostic et les volontaires 

sains. Les patients ont ainsi moins de Treg naïfs, de Treg « resting », de Treg CTLA4-
 ICOS-, et 

plus de Treg aux capacités immunosuppressives accrues CTLA4+ ICOS+, comme illustré dans 

les box-plots associés aux clusters d’intérêt. En maitrisant les risques liés au sur-apprentissage, 

cet algorithme permet d’identifier des sous-populations immunes très précises qui diffèrent 

selon l’expression d’un ensemble de marqueurs entre deux ou trois groupes de patients. Cet 

outil permettra donc d’identifier des combinaisons de marqueurs pertinentes pour discriminer 

les patients, le premier pas pour développer de nouveaux biomarqueurs sous la forme de 

signatures immunologiques complexe. 

Des analyses similaires en cytométrie de flux auraient nécessité la mise au point d’au 

moins 3 panels différents, donc le fractionnement de l’échantillon entre ces panels, ce qui ferait 

perdre tout l’intérêt des analyses à haute résolution « single-cell » que propose la cytométrie de 

masse. Dans un contexte non tumoral Mason et al68 se sont justement intéressés aux Treg de 

volontaires sains, dont l’analyse par cytométrie de masse a permis d’identifier 22 sous-

populations différentes de Treg illustrant bien la complexité de ce contingent lymphocytaire. Une 

autre étude, publiée par Kordasti et al69 s’intéresse à une sous-population spécifique de Treg 

identifiée par cytométrie de masse et qui, d’après leur conclusion, serait prédictive de réponse 

à un traitement immunosuppresseur dans les insuffisances médullaires idiopathiques.    
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4. Conclusion  

L’analyse haut débit de l’immunome permet de franchir une étape importante dans la 

caractérisation des anomalies de maturation et d’activation des cellules NK, des lymphocytes 

T et des populations immunosuppressives chez les patients atteints de LAM . Ces premiers 

résultats, extraits des données générées par cytométrie de masse à partir d’une cohorte de 28 

patients et de 8 volontaires sains, illustrent la complexité des anomalies immunes dans un 

contexte tumoral. Les données obtenues sur les lymphocytes NK sont cohérentes avec celles 

obtenues en cytométrie de flux et largement décrites dans la littérature, permettant de valider 

cette technique récente et innovante. L’étude des lymphocytes T nécessitent de plus amples 

investigations. Nos données mettent en évidence des anomalies portant sur les T régulateurs, 

qui pourraient avoir des répercussions sur l’activation des lymphocytes T cytotoxiques, comme 

cela a été décrit dans d’autres cancers.  

La cytométrie de masse, en utilisant des outils bio-informatiques appropriés pour l’analyse 

de jeux de données à forte dimensionnalité, apportera une vision plus complète des altérations 

de l’immunité antitumorale, qui sont intrinsèquement liées de par les interactions complexes et 

multiples entre les différents acteurs du système immunitaire. Une meilleure compréhension de 

ces anomalies permettra en outre de mieux appréhender les mécanismes d’échappement au 

système immunitaire des blastes leucémiques et ainsi de mieux prédire les patients à risque 

élevé de rechute.  
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Annexe 1 : Panels d’anticorps utilisés pour les marquages en 

cytométrie de masse. 

 

Anticorps canal Metal Titre Anticorps canal Métal Titre

CD45 89 Y 100 CD45 89 Y 100

CD3 115 In 200 CD3 115 In 200

TCRVδ2 141 Pr 400 CD45RA 143 Nd 400

CD19 142 Nd 400 CD270 (HVEM) 144 Nd 400

CD45RA 143 Nd 400 CD8a 146 Nd 100

CD4 145 Nd 100 CD25 (IL-2R) 149 Sm 100

CD8 146 Nd 100 OX 40 150 Nd 100

NKG2C 152 Sm 100 CD278 (ICOS) 151 Eu 100

TCRpanγδ 153 Eu 100 TIM-3 153 Eu 100

CD158b1/b2j 154 Sm 100 TIGIT 154 Sm 100

CD27 155 Gd 200 CD279 (PD-1) 155 Gd 100

NKG2D 160 Gd 100 CD274 (PD-L1) 156 Gd 100

NKp46 162 Dy 100 4-1BB 158 Gd 100

DNAM-1 164 Dy 200 CD197 (CCR7) 159 Tb 100

NKG2A 165 Ho 400 CD28 160 Gd 100

CD96 166 Er 100 CD272 (BTLA) 163 Dy 100

CD158a/h 168 Er 50 CD95 164 Dy 800

NKp30 169 Tm 100 CD127 (IL-7Rα) 165 Ho 100

CD57 172 Yb 1600 CD44 166 Er 100

CD56 176 Yb 400 CD27 167 Er 200

CD13 biotinylé X 22 CD69 168 Er 200

CD33 biotinylé X 100 TCRVδ2 169 Tm 400

CD34 biotinylé X 50 CD226 (DNAM-1) 171 Yb 100

CD57 172 Yb 1600

CD4 174 Yb 100

LAG3 175 Lu 100

CD56 176 Yb 400

CD16 209 Bi 100

CD13 biotinylé X 22

CD33 biotinylé X 100

CD34 biotinylé X 50

anti-biotinylé 170 Er 50 anti-biotinylé 170 Er 50

Bcl2 150 Nd 400 CD152 (CTLA-4) 161 Dy 100

Bcl-XL 158 Gd 100 Ki67 141 Pr 800

Ki67 159 Tb 800

Panel 2Panel 1

Marquage intracellulaire

Marquage extracellulaire

Marquage secondaire
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Annexe 2 : Stratégie de fenêtrage en cytométrie de flux (BD 

FACSCanto II®).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On sélectionne les lymphocytes en fonction de leur taille et de leur granulosité sur le graphe 

SSC/FSC qui n’existe pas en cytométrie de masse, puis on  sélectionne les CD45+, puis les NK 

sont définis par l’expression de CD56 et l’absence de CD3. On peut ensuite étudier l’expression 

de NKp46, comme en cytométrie de masse, chez un patient atteint de LAM au diagnostic (A) 

et chez un volontaire sain (B). 



Résumé 

Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) représentent la première hémopathie aiguë de 

l’adulte, avec près de 3000 nouveaux cas par an en France. La chimiothérapie d’induction 

permet d’obtenir une rémission complète (RC) chez la majorité des patients. Toutefois nombre 

d’entre eux rechutent dans les deux ans suivant la RC. La stratification pronostique des patients 

selon les recommandations de l’European Leukemia Network (ELN) sur des critères de biologie 

moléculaire et de cytogénétique permet d’identifier en particulier un groupe de patients au 

pronostic défavorable, pour lesquels l’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

est la meilleure option thérapeutique. Cependant la stratification actuelle ne permet pas encore 

d’identifier tous les patients à haut risque de rechute. Il est donc nécessaire de rechercher de 

nouveaux biomarqueurs pronostiques.  

 Dans le contexte tumoral, les lymphocytes NK constituent des acteurs privilégiés de 

l’immunosurveillance. Des altérations phénotypiques associées à des anomalies fonctionnelles 

ont été largement décrites dans les LAM et sont corrélées avec l’évolution clinique des patients. 

L’étude approfondie des Natural Cytotoxicity Triggering Receptor (NCR) a abouti au 

développement de deux biomarqueurs : NKp30, pronostique de survie, et NKp46, prédictif de 

réponse à l’allogreffe de CSH.  

 Néanmoins la complexité et la multiplicité des interactions entre système immunitaire 

et cellules tumorales nécessitent d’étudier le profil immunologique de chaque patient dans son 

ensemble. Le développement d’une nouvelle technique multiparamétrique, la cytométrie de 

masse, permet à ce jour d’étudier simultanément près de 40 marqueurs, sur un échantillon 

unique de cellules mononuclées du sang périphérique. Ainsi, en étudiant conjointement les 

altérations portant sur les populations NK, mais également d’autres populations immunes 

impliquées dans l’immunité antitumorale, comme les lymphocytes T CD8 et T γδ cytotoxiques, 

ou encore des populations immunosuppressives comme les T régulateurs qui jouent un rôle 

dans l’échappement tumoral, il devient possible de développer des signatures immunologiques 

complexes qui serviront à élaborer de nouveaux critères de stratification pronostique. 
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